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HOOFDSTUK I 
ALGEMENE INLEIDING 
Volgens de huidige opvattingen is het desoxyribonucleïnezuur (het DNA) de 
stoffelijke drager van de erfelijke eigenschappen van de cel. Het is daarom van 
fundamenteel belang, voor het behoud van de erfelijke informatie van de cellen in 
opeenvolgende generaties, dat bij celdeling beide dochtercellen kwantitatief en 
kwalitatief hetzelfde DNA bezitten. Dit betekent dat bij cellulaire reproductie een 
exacte copiëring van het DNA zal moeten plaatsvinden. Deze duplicatie van het 
DNA, althans het enzymologische aspect ervan, is vooral door het werk van 
Kornberg (1961) inzichtelyk geworden. 
De vraag hoe dit proces gereguleerd wordt staat thans in het middelpunt van de 
belangstelling. Er zijn een aantal hypothesen opgesteld aan de hand waarvan men 
zich een regulatie van de DNA-synthese zou kunnen voorstellen. Eén van deze 
hypothesen is afkomstig van Davidson en medewerkers (1962) en luidt als volgt: 
Het DNA dat opgebouwd is uit de vier desoxyribonucleoside monofosfaten kan 
eerst bij een critische concentratie van de vier desoxyribonucleoside trifosfaten 
dTTP, dCTP, dATP en dGTP door middel van het DNA-polymerase gesyntheti-
seerd worden. Indien een van de desoxyribonucleoside trifosfaten ontbreekt of in 
te geringe mate aanwezig is, treedt er geen DNA-synthese op. Davidson en 
medewerkers hebben daarbij vooral gewezen op de mogelijk belangrijke rol die het 
dTTP hierin zou kunnen spelen en wel om de volgende reden. Enzymen die nodig 
zijn voor de synthese van dTTP zijn nauwelijks aantoonbaar in weefsel dat geen 
proliferatie ondergaat, maar zijn wel aanwezig in cellen die zich snel delen. Voor 
enzymen die de andere drie desoxynucleoside trifosfaten synthetiseren werden 
dezelfde activiteiten gemeten in weefsel met en zonder delingsactiviteit. 
1. De synthese van dTTP 
De vorming van dTTP kan plaatsvinden via de normale de novo synthese en via 
de 'salvage pathway'. Deze zijn in fig. 1 weergegeven. 
a. De novo synthese 
Onderzoek betreffende het desoxyribonucleotide metabolisme toont dat zowel 
de basen als het suikergedeelte van de desoxyribonucleotiden afkomstig zijn van 
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'Pathways' die leiden tot de synthese van thymidine trifosfaat in zoogdiercellen. 
Pathways leading to the synthesis of thymidine triphosphate in mammalian cells. 
Reichard en medewerkers (1961, 1963) vonden dat desoxyribose eveneens wordt 
gevormd op het nucleotide niveau zonder dat de band tussen de suiker en het 
fosfaat wordt gesplitst. Zij hebben namelijk bij celvrije systemen van Escherichia 
coli de reductie van de ribonucleotide difosfaten tot de corresponderende 
desoxyribonucleotide difosfaten waargenomen. Ook in extracten van zoogdier­
cellen zoals Novikoff hepatoma (Moore en medewerkers, 1962, 1964, 1966) en 
kalfsthymus (Abrams en medewerkers, 1960) vinden deze enzymreacties plaats. 
De vorming van dTMP geschiedt via methylering van het dUMP (Maley en Maley, 
1960, 1961; Crone en Itzhaki, 1965). Het dUMP kan gevormd worden uit dUDP 
of door desaminering van het dCMP (Scarano, 1958, 1960). Het dTMP kan met 
behulp van de enzymen thymidylaat- en thymidine difosfaat kinase tot dTTP 
worden omgezet. 
b. 'Salvage pathway' 
Vele in vivo experimenten hebben aangetoond dat pyrimidine desoxynucleo-
siden goede precursors zijn van het DNA. In geval van het dT betekent dit dat 
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door de enzymen thymidine-, thymidylaat- en thymidine difosfaat kinase dTTP 
moet worden gevormd. De desoxyribonucleosiden zelf worden beschouwd als 
afbraakproducten van het DNA, het product van de desoxynucleoside fosfory-
lasen- of de desoxyribosyl transferasen reacties. 
Zowel de thymidine fosforylerende, de -fosforolytische en transferase en-
zymen worden samen met desoxyribosefosfaat aldolase en -mutase meestal 
gerekend tot de enzymen van de 'salvage pathway' waarin vrije basen opnieuw 
gebruikt worden voor de synthese van thymidine desoxynucleotiden (Cleaver, 
1967). 
2. De dT kinase (E.C. 2.7.1.21.) 
j . Algemene betekenis 
Het thymidine zelf komt niet voor in de normale de novo synthese pathway 
die leidt tot de vorming van dTTP maar kan er gemakkelijk in worden opgenomen 
door een enkele fosforyleringsstap waarbij het thymidine monofosfaat ontstaat 
(fig.l). Deze fosforylering wordt uitgevoerd door het enzym thymidine kinase dat 
daarvoor in vitro naast dT, het ATP als co-substraat en Mg2+ als activerend 
metaalion nodig heeft. Slechts enkele organismen zijn afhankelijk van exogeen 
thymidine om de DNA-synthese te kunnen laten verlopen, zoals sommige 
Escherichia coli mutanten die het dTMP synthetase missen (Simon en Tessman, 
1963) en sommige zoogdiercellen in weefselkweek als de synthese van dTMP via 
de de novo synthese 'pathway' geblokkeerd wordt (Hakala en Taylor, 1959; 
Gentry en medewerkers, 1965). 
Het is daarom moeilijk een reden voor het algemeen voorkomen van zulk een 
ogenschijnlijk overbodig enzym te vinden. Dit probleem moet worden gezien in 
samenhang met de andere desoxynucleoside kinasen. 
Ofschoon geen enkel desoxynucleoside voorkomt in de normale 'pathways' die 
leiden tot de synthese van DNA, kunnen zij allemaal worden ingebouwd (Cleaver, 
1967), maar moeten daarvoor gefosforyleerd worden door de bijbehorende 
kinasen. Deze kinasen zijn waarschijnlijk alle 'salvage' enzymen die een belangrijke 
rol spelen in het hernieuwd gebruik van DNA-afbraakproducten van afgestorven 
cellen. Omdat de meeste cellen ook desoxynucleotidasen en desoxynucleoside 
fosforylasen bezitten veronderstelt Cleaver ( 1967) dat er een competitie bestaat 
voor het beschikbare thymidine tussen thymidine fosforylerende en afbrekende 
'pathways', waarbij de eerste dan zal overheersen wanneer cellen dTTP voor de 
synthese van DNA gebruiken. 
Steel en Lamerton (1965) hebben het bestaan van vier typen van 'salvage' 
processen verondersteld, die voor diverse weefsels van belang zouden kunnen zijn. 
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1. DNA van afgestorven cellen wordt zonder vergaande afbraak geïncorporeerd in 
cellen binnen datzelfde weefsel. 
2. DNA van afgestorven cellen wordt afgebroken tot relatief kleine brokstukken 
en deze worden dan ingebouwd in cellen die in het gehele organisme verspreid 
zijn. 
3. Het speciale geval van het gastrointestinale gebied waarin het DNA van cellen 
die worden afgestoten in het lumen, kan worden geabsorbeerd en geïncorpo-
reerd in de lager gelegen epitheliale cellen. Indien het geabsorbeerde materiaal 
niet gebruikt wordt voor locale synthese maar gedistribueerd wordt naar 
andere delen van het lichaam dan is dit equivalent aan het eerder beschreven 
'salvage' proces 2. 
4. Het speciale geval van de beenmergcellen waarbij de kern op het orthochro-
matische stadium in de erythropoiese wordt uitgestoten. Het vrijgekomen 
DNA wordt hier voor locale DNA-synthese gebruikt (Feinendegen en mede-
werkers, 1966). 
'Salvage' mechanismen heeft men in een aantal experimenten kunnen consta-
teren. Bryant (1962) spoot muizen in met 3H-dT voordat partiële hepatectomie 
werd toegepast. Hij was in staat gelabelde cellen in de zich regenererende lever aan 
te tonen. Omdat onder deze experimentele omstandigheden er bijzonder weinig 
3H-dT in het bloed in een zuur oplosbare vorm kon worden aangetoond, 
veronderstelt Bryant dat de gelabelde precursors afkomstig zijn van leucocytcn die 
in de lever worden afgebroken. Hill (1962) heeft de incorporatie van gelabelde 
afbraakproducten van het DNA in beenmergcellen van bestraalde dieren na 
injectie van gelabelde leucocyten waargenomen. 
Indien de dT kinase en de andere desoxynucleoside kinasen van belang zijn 
voor 'salvage' doeleinden dan moet het DNA van de afgestorven cellen eerst tot 
desoxynucleosiden worden afgebroken. De rol van de dT kinase wordt dan ook in 
het algemeen niet beschouwd als dat van een enzym dat essentieel is voor de 
DNA-synthese, maar het moet meer gezien worden als een enzym, dat de cel in 
staat stelt meer economisch DNA te synthetiseren door de afbraakproducten van 
afgestorven cellen, die anders zouden worden uitgescheiden, opnieuw te gebruiken 
(Cleaver, 1967). 
b. Voorkomen en eigenschappen van thymidine kinase 
dT kinase komt wijd verspreid voor in de levende natuur. Dit enzym wordt 
zowel in microörganismen (o.a. Okazaki en Kornberg, 1964; Sachsenmaier en 
medewerkers, 1965, 1967), plantaardig materiaal (Wanka en medewerkers, 1964; 
Hotta en Stern, 1963) en dierlijke cellen (o.a. Bollum en Potter, 1959; Weissman 
en medewerkers, 1960; Roth, 1964; Mittermayer en medewerkers, 1968) aange-
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troffen. Sommige autotrophe organismen zoals Euglena (Sagan, 1965; Cook, 
1966) en Chlorella (Wanka en medewerkers, 1964) missen dT kinase, maar dit zijn 
slechts uitzonderingen. 
De eigenschappen van de thymidine kinase schijnen in diverse organismen 
geheel verschillend te zijn. Thymidine kinase geëxtraheerd uit Escherichia coli 
werd door Okazaki en Kornberg (1964) 1200-voudig gezuiverd. Dit enzym blijkt 
meerdere plaatsen te bezitten waarop het ATP kan aangrijpen terwijl de affiniteit 
van het enzym voor het dT sterk beïnvloed kan worden door het ATP Het enzym 
kan ook diverse andere nucleoside- en desoxynucleoside trifosfaten als co-sub-
straat gebruiken. Zijn activiteit wordt in vivo door dCDP sterk geactiveerd en door 
dTTP geremd. Iwatsuki en Okazaki (1967) hebben met dit gezuiverde enzym-
preparaat uit Escherichia coli kunnen aantonen, dat het natieve enzym met een 
molecuulgewicht van 42.000 kan overgaan in een dimeer met een molecuul-
gewicht van 89.000. Bresnick en medewerkers (1965, 1966) hebben dT kinase uit 
verschillende dierlijke tumorcellen geïsoleerd en gedeeltelijk gezuiverd. Zij vinden 
dat het enzym uit Walker carcinoom uit subeenheden bestaat. Het ongedisso-
cieerde enzym heeft een molecuulgewicht dat groter is dan 6.10s. Afhankelijk van 
de zoutconcentratie zou het enzym kunnen dissociëren in subeenheden met een 
molecuulgewicht van 1,1 . 105 met behoud van de katalytische activiteit. Wanka 
en medewerkers (1964, 1966) hebben aangetoond dat dT kinase uit maïs- en 
tarwekiemen bestaat uit twee komponenten. De specificiteit voor de fosfaatdonor 
is hierbij niet onderzocht, maar wel blijkt dat het enzym in staat is naast 
pyrimidine desoxynucleosiden ook pyrimidine nucleosiden te fosforyleren 
(Wanka, 1967; Wanka en Bauer, 1967). Dit is in tegenstelling met thymidine 
kinase uit Escherichia coli en dierlijk materiaal dat naast thymidine alleen 
desoxyuridine of de op de 5 plaats gehalogeneerde desoxyuridine verbindingen 
kan fosforyleren. 
c. Verandering van de thymidine kinase activiteit en de regulatie van de 
DNA-synthese 
In de meeste cellen, zowel van micro- als hogere organismen, zijn verande-
ringen van de thymidine kinase activiteit nauw gecorreleerd met de delingsactivi-
teit van de cellen. In vele gevallen is de enzymactiviteit uiterst laag in niet-delende 
cellen, maar neemt zij sterk toe juist voordat de DNA-synthese begint. Deze 
activiteitstoename wordt waargenomen wanneer de DNA-synthese wordt geïndu-
ceerd, bijvoorbeeld door toepassing van partiële hepatectomie of tijdens de S-fase 
in een normaal verlopende levenscyclus. 
Infectie met DNA virus van cellen in weefselkweek veroorzaakt eveneens een 
stijging van de dT kinase activiteit (Kit en Dubbs, 1965). In Physarum gaat het 
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begin van de DNA-synthese gepaard met een stijging van de thymidine kinase 
activiteit (Sachsenmaier en Ives, 1965). Bij zoogdiercellen in weefselkweek is de 
dT kinase activiteit laag voor het begin van de log fase, maar zij neemt tijdens de 
log fase sterk toe (Bukovsky en Roth, 1965). 
Lieberman en medewerkers hebben in 1963 een sterke stijging van de dT 
kinase waargenomen gedurende de eerste groeicyclus van een primaire weefsel-
kweek juist voor het begin van de DNA-synthese. Littlefield (1966), Brent en 
medewerkers (1965), Stubblefield en Mueller (1965) hebben analoge waar-
nemingen gedaan bij synchroon groeiende cellen in weefselkweek. In een aantal 
transplanteerbare hepatoma's is de activiteit van de dT kinase gecorreleerd met de 
groeisnelheid van de tumor (Bukovsky en Roth, 1965). 
Tijdens de kieming van maïs-zaden treedt een verhoging van de thymidine kinase 
activiteit op tegelijkertijd met het begin van de DNA-synthese (Wanka en 
Walboomers, 1966). 
Op basis van al deze waarnemingen is het duidelijk dat er een nauwe relatie 
bestaat tussen het tijdstip dat dT kinase activiteit wordt waargenomen en het 
begin van de DNA-synthese. Deze nauwe relatie heeft tot het idee geleid dat 
thymidine kinase een rol zou spelen in de regulatie van de initiatie van de 
DNA-synthese. Het feit alleen echter dat thymidine kinase en DNA op practisch 
gelijke tijdstippen worden gesynthetiseerd betekent nog niet dat er ook een 
causaal verband bestaat tussen deze processen. 
In hoofdstuk VI zal nader op dit probleem worden ingegaan. 
d. Regulatie van dT kinase 
De toename van de dT kinase activiteit onder verschillende omstandigheden, 
zoals onder с beschreven, is voor vele auteurs aanleiding geweest de regulatie van 
dT kinase zelf te onderzoeken. De regulatie van de dT fosforylering kan men zich 
op twee verschillende niveaus voorstellen, namelijk op het niveau van de 
enzymactiviteit en op het niveau van de enzymsynthese. Weissman, Smellie en 
Paul (1960) hebben het effect van toevoeging van dT aan het voedingsmedium van 
fibroblasten op de dT kinase activiteit onderzocht en concluderen uit deze 
experimenten dat het dT kinase door het thymidine geïnduceerd wordt. Eker 
(1966, 1968) heeft aan het voedingsmedium van humane levercellen (Chang) 
amethopterine toegevoegd. 
Amethopterine remt het enzym thymidylaat synthetase waardoor de vorming van 
thymidine nucleotiden via de novo synthese (fig. 1) niet meer kan plaatsvinden. 
Hij vindt dat de dT kinase activiteit sterk verhoogd wordt onder deze omstandig-
heden en wijt dit aan het feit dat de pool aan thymidine desoxynucleotiden door 
amethopterine sterk verlaagd wordt. Deze thymidine desoxynucleotiden zouden 
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er de oorzaak van zijn dat de synthese van dT kinase onder normale omstandig-
heden sterk zou worden gerepresseerd. Dat we hier met een de novo synthese van 
het enzym te maken hebben wordt door Eker experimenteel aangetoond door de 
cellen tegelijkertijd met zowel amethopterine als puromycine te behandelen. Er 
treedt dan geen verhoging van de dT kinase activiteit op. 
Naast deze twee voorbeelden waarbij de regulering van de enzymsynthese 
verondersteld wordt plaats te vinden via inductie en repressie door respectievelijk 
substraat en product hebben Wanka en medewerkers (1964, 1966) de synthese 
van dT kinase tijdens de kieming van maïszaden onderzocht. dT kinase uit kiemen 
van maïs en tarwe valt tijdens fractionering door ammoniumsulfaat precipitatie in 
twee componenten uiteen, die Ρ en Τ worden genoemd. De afzonderlijke 
componenten zijn bijna inactief maar een grote dT kinase activiteit wordt weer 
waargenomen bij samenvoeging. Door deze componenten afzonderlijk aan extrac­
ten van maïskiemen van oplopende ouderdom toe te voegen en daarna de dT 
kinase activiteit te bepalen, kon worden nagegaan of component Ρ het product 
was van een gedeeltelijke afbraak van het enzym, dat in zijn geheel de novo wordt 
gesynthetiseerd of dat de synthese van beide componenten onafhankelijk van 
elkaar verloopt. De resultaten wijzen erop (Wanka en Walboomers, 1966) dat de 
synthese van de componenten onafhankelijk van elkaar plaatsvindt en dat in het 
begin van de kieming component Τ een limiterende rol kan spelen, terwijl op later 
tijdstip de Ρ component beperkend kan zijn. De regulering van de enzymactiviteit 
in vivo zou in dit geval plaats kunnen vinden door de synthese van de Ρ of Τ 
component. Welke factoren verantwoordelijk zijn voor de synthese van de twee 
componenten is een open vraag. 
Okazaki en Romberg (1964) hebben aangetoond dat de dT kinase activiteit uit 
Escherichia coli in vitro geremd en geactiveerd kan worden door respectievelijk 
dTTP en dCDP. Bresnick en medewerkers (1966) hebben bij zoogdiermateriaal 
alleen maar het sterk remmende effect van dTTP op de dT kinase activiteit 
kunnen waarnemen. In hoeverre deze inhibitie en activatie in vivo een rol spelen is 
niet duidelijk. 
Tot slot zouden wij nog willen vermelden, dat Gray en medewerkers (1960) op 
grond van experimenten met normale en regenererende rattelever de conclusie 
hebben getrokken dat de dT kinase activiteit in extract van normale rattelever zo 
laag zou zijn door aanwezigheid van een remstof. Bianchi en medewerkers ( 1961 ) 
veronderstellen dat de verhoging van de dT kinase activiteit tijdens de regeneratie 
dan moet worden toegeschreven aan de afbraak van deze remstof. 
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Doel van het onderzoek 
In dit proefschrift zullen in het kader van het onderzoek over de regulatie-
mechanismen van de DNA-synthese in vivo enige eigenschappen en variaties in de 
en¿ymactiviteit van dT kinase in vitro bestudeerd worden. 
Omdat het simultaan optreden van de verhoging van de dT kinase activiteit en 
de DNA-synthese voor de eerste maal bij de regeneratie van rattelever werd 
waargenomen (Bollum en Potter, 1959) en dit voor vele auteurs de reden is 
geweest om een causaal verband te veronderstellen tussen deze twee processen, 




MATERIAAL EN METHODEN 
Materiaal 
1. Biologisch 
Voor het onderzoek werd gebruik gemaakt van levers van mannelijke Wistar 
ratten. Deze ratten hadden een lichaamsgewicht van 150-200 gram, waren 2 à 3 
maanden oud en werden betrokken van het Centraal Dierenlaboratorium van de 
Katholieke Universiteit te Nijmegen. 
2. Chemisch 
De volgende radioactieve stoffen werden tijdens het onderzoek gebruikt. 
2-14C-dT (spec.act. 30-55 mC/mmol), 2-,4C-dTMP (spec.act. 33,3 mC/mmol), 
2-14C-thymine (spec.act. 30 mC/mmol), 8-14C-ATP (spec.act. 40 mC/mmol), 
4,5-3H-leucine (spec.act. 5 C/mmol), alle afkomstig van New England Nuclear 
Corp., U.S.A. 
5 methyl-3 H-dT (spec.act. 3-5 C/mmol), afkomstig van Philips Duphar, Neder-
land. 
De andere chemicaliën, van 'pro analysi' kwaliteit, werden betrokken van de 
British Drug Houses, Groot-Britannië; C.F.Boehringer und Soehne, Duitsland; 
E.Merck, Duitsland; Pharmacia, Zweden; Calbiochem, Zwitserland en Schwarz 
Bioresearch Inc., U.S.A. 
Methoden 
A. Operatie-techniek 
Subtotale hepatectomie werd uitgevoerd volgens de methode van Higgins en 
Anderson (1931). Ratten werden onder ether-narcose gebracht. Na opening van 
de buikholte werden de middelste en de linker lobi afgebonden en weggenomen. 
De buikwand en de opperhuid werden gehecht. Al naar gelang het doel van het 
onderzoek werden de ratten na verschillende tijden gedood onder ether-narcose en 
de levers zo snel mogelijk uitgeprepareerd. Minder dan 1% van de dieren stierf aan 
de operatie. 
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В Bereiding van de extracten voor enzym- en DNA-bepalmgen 
Voor de enzymbepahngen werd de lever na uitprepareren zo snel mogelijk in 
een van te voren in ijswater gekoeld bekerglas overgebracht Na afwegen van de 
lever werd deze in kleine blokjes geknipt en gehomogeniseerd in een tot 0oC 
gekoelde 0,2 M Tris HCl buffer pH 7,8 of in aqua dest In de meeste gevallen werd 
bij de homogemsatie 1 gram lever op 2 ml homogenisatie-medium genomen Bij 
experimenten waarbij dit niet het geval is zal dit steeds worden vermeld De 
homogemsatie werd uitgevoerd met behulp van een Potter-Elvehjem homogenisa-
tor gedurende 2 minuten bij het maximale aantal omwentelingen (3000 toeren per 
minuut) Tijdens de homogemsatie werd de homogemsatiebuis steeds in ijs 
gehouden Met het hchtmicroscoop konden geen intacte celstructuren meer 
worden waargenomen in het homogenaat Het homogenaat werd gedurende 20 
minuten gecentrifugeerd bij 100 000 g De supernatant werd als enzymbron 
gebruikt Voor de bepaling van het DNA-gehalte van het leverweefsel werd 
dezelfde homogemsatie-procedure toegepast met dit verschil dat 1 gram lever 
werd gehomogeniseerd met 4 ml gekoelde aqua dest. en dat aan het homogenaat 
de verdere bepaling werd uitgevoerd 
С Bereiding van celorganellen 
Voor onderzoek naar de intracellulaire localisatie van dT kinase werden 
celorganellen geïsoleerd volgens de methode van Hogeboom en Schneider (1955) 
Hiervoor werd 1 gram lever (48 uur na de operatie) in 9 ml 0,25 M saccharose in 
0,01 M Tris HCl buffer pH 7,8 gehomogeniseerd De homogemsatie werd bij 0oC 
uitgevoerd met behulp van een Potter-Elvehjem homogenisator bij 1500 toeren 
per minuut gedurende ongeveer 1 minuut Na 10 minuten centrifugeren bij 1000 g 
werd de pellet opgenomen in 4 ml 0,25 M saccharose in 0,01 M Tns HCl buffer 
pH 7,8 en opnieuw 10 minuten bij 1000 g gecentrifugeerd De nu verkregen pellet 
(de kernfractie) werd opgenomen in 1 ml 0,2 M Tris HCl buffer pH 7,8 De 
supernatants werden verenigd en 10 minuten bij 5000 g gecentrifugeerd De 
ontstane pellet werd opgenomen in 8 ml 0,25 M saccharose in 0,01 M Tns HCl 
buffer pH 7,8 en 10 minuten bij 10 000 g gecentrifugeerd De pellet (de 
mitochondnen fractie) werd opgenomen in 1 ml 0,2 M Tris HCl buffer pH 7,8 De 
supernatants werden weer verzameld en 60 minuten bij 150 000 g gecentrifu-
geerd Het neerslag (de microsomen fractie) werd in 0,5 ml 0,2 M Tris HCl buffer 
pH 7,8 opgenomen De supernatant (de supernatant fractie) werd tevens verza-
meld 
D Bepalingen van de enzymatische activiteiten 
In de meeste gevallen werd de enzymreactic gestart door aan 50 μ\ extract van 
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lever 50 μΐ substraat oplossing toe te voegen. 
Thymidine kinase (E.C. 2.7.1.21.): De thymidine kinase activiteit werd bepaald in 
een medium dat Tris HCl buffer, 2- l 4CdT, ATP (dinatriumzout) en MgClj 
bevatte. Onder standaard condities werden de volgende eindconcentraties ge­
bruikt: dT 28,3 μΜ (ЗЛО4 d.p.m. per incubatiemengsel), ATP 20 mM, MgCl2 10 
mM en Tris HCl buffer 0,2 M pH 7,8. De dT kinase activiteit werd tevens gemeten 
via de vorming van ADP uit ATP. Deze methode werd alleen maar toegepast met 
gezuiverde enzympreparaten. De eindconcentraties waren in dit geval dT 108 μΜ 
(ЗЛО4 d.p.m. per incubatiemengsel), MgCl2 2,5 mM, ATP 505 μΜ (ЗЛО4 d.p.m. 
per incubatiemengsel) en Tris HCl buffer 0,2 M pH 7,8. 
dTMP fosfatase. De afbraak van dTMP werd bepaald in 0,2 M Tris HCl buffer pH 
7,8 dat 2-1 4C dTMP (1,5 . 104 d.p.m.) per incubatiemengsel bevatte. De uiteinde­
lijke concentratie van het dTMP bedroeg 11,5 μΜ. 
Thymidine fosforylase (E.C. 2.4.2.4.). Om de dT fosforylase activiteit te kunnen 
aantonen werd hetzelfde medium gebruikt als voor de bepaling van de thymidine 
kinase activiteit, alleen werden ATP en MgC^ weggelaten en werd soms anorga­
nisch fosfaat (0,2 μιτιοί) toegevoegd. 
Thymidine desoxyribosyl-transferase (E.C. 2.4.2.6.). Deze activiteit werd aange­
toond in een medium dat naast 33,3 μΜ 2-14C-thymine (ЗЛО4 d.p.m. per 
incubatiemengsel), 28,3 μΜ ongelabeld dT en 0,2 M Tris HCl buffer pH 7,8 
bevatte. 
Na incubatie gedurende een bepaalde tijd werden de enzymreacties gestopt door 
toevoeging van 0,3 ml koude methanol. Er ontstaat dan een neerslag. Ongeveer 
0,15 ml van de supernatant die na afcentrifugeren wordt verkregen wordt 
gechromatografeerd (zie E). Na chromatografie wordt de radioactiviteit op de 
chromatogrammen gemeten met behulp van een 4 Π Scanner (Tracer Lab.). De 
enzymactiviteiten worden bepaald uit de onderlinge verhouding van de radio­
activiteit van de verschillende reactie-producten. 
E. Chromatografie en identificatie van de reactieproducten 
De reactieproducten werden gechromatografeerd op Whatman no.l papier 
(47 χ 3 cm) met behulp van de volgende loopvloeistoffen. 
Loopvloeistof I. Butano! die met water verzadigd is (Hoppe-Seyler-Thierfelder, 
1960). 
Loopvloeistof II. Een mengsel van isoboterzuur en een ammoniak oplossing ( 1 ml 
25% ammonia + 32 ml aqua dest.) in de verhouding 2 : 1 (v/v). Dit mengsel 
bevatte tevens 3°/°° EDTA (Bianchi en medewerkers, 1961). 
Loopvloeistof III. De bovenste fase van een mengsel van ethylacetaat - mierezuur -
aqua dcst. (65 : 5 : 35 v/v/v) (Lang en medewerkers, 1966). 
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Bij gebruik van loopvloeistoffen I en II werd de chromatografie afdalend 
uitgevoerd gedurende 16 uren. 
Indien loopvloeistof III werd gebruikt was opstijgende chromatografie gedurende 
3 tot 4 uren voldoende. 
Identificatie van de ontstane reactieproducten werd verkregen via uit de 
literatuur bekende Rf waarden (Linskens, 1959; Hoppe-Seyler-Thierfelder, 1960) 
en door co- en herchromatografie met bekende stoffen. Bij co-chromatografie 
werd aan de methanol, waarmee de reactie werd gestopt, ongeveer 300 μg 
thymine, dT, dTMP, dTDP en dTTP toegevoegd. Naast registraties van de 
verdeling van de radioactiviteit met een 4 π Scanner werden met behulp van een 
UV lamp contactafdrukken van deze chromatogrammen op fotografisch papier 
gemaakt. Een van de reactieproducten, het BUIB (hoofdstuk III), werd bereid uit 
het dihydrothymine volgens de methode van Fink en medewerkers (1956) waarbij 
het dihydrothymine met NaOH werd gehydrolyseerd. BUIB werd op de chroma­
togrammen aangetoond door bespuiting met ninhydrine oplossing. Desoxyribose 
werd op de chromatogrammen zichtbaar gemaakt door bespuiting met een aniline 
ftaalzuur mengsel. 
F. Eiwit- en fosfaatbepaling 
Het eiwit- en anorganisch fosfaatgehalte van extracten van rattelever werden 
bepaald door aan 1 ml extract 2 ml 10% ijskoude TCA toe te voegen. Na 
centrifugeren werd van de supernatant het fosfaatgehalte bepaald met de methode 
van Fiske en SubbaRow (1952). Het neerslag werd opgelost door 3 ml 0,5 N 
NaOH toe te voegen en het mengsel 15-30 minuten in een waterbad van 60°C te 
zetten. Van deze oplossing werd het eiwitgehalte bepaald volgens de methode van 
Lo wry en medewerkers (1951). 
G. Het verloop van de DN A-synthese tijdens de regeneratie 
Ratten werden 1 uur voor het doden met 1 ml 3H-dT oplossing (50 μ Ο 
intraveneus ingespoten. Na uitprepareren van de lever werd deze gehomogeniseerd 
zoals beschreven is onder B. 0,6 ml van het homogenaat werd daara aan 6 ml 0,2 
N PCA in 50% alcohol toegevoegd. Een voorextractie van het neerslag werd 
uitgevoerd volgens het voorschrift van Wanka (1962). Na hydrolyse van het residu 
bij 70oC (Thiadens, 1966) gedurende 40 minuten in 5 ml 0,5 N PCA werd van 2 
ml hydrolysaat het DNA-gehalte bepaald met het difenylamine reagens (Burton, 
1956). De inbouw van 3H-dT in het DNA werd gemeten met behulp van een 
Packard Tri-Carb vloeistof scintillatieteller. Hiervoor werd aan een Vi ml hydroly­
saat 10 ml telvloeistof toegevoegd. Deze telvloeistof had de volgende samenstel­
ling: 7,5 ml tolueen, 2,0 ml Nonidet en 0,5 ml Liquifluor. Met behulp van de 
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specifieke dttiviteit van het 3 H dT kan nu de hoeveelheid dT dat per jug DNA i« 
ingebouwd worden berekend 
// Bepaling van het molecuulgewicht en de sedimentatie coefficient van de dT 
kinase 
Het molecuulgewicht van dT kinase werd bepaald via Sephadcx G-200 
kolomchromdtogrdfie volgens de methode van Andrews (1965) Hiervoor werd 
Stphddex G-200 gesuspendeerd in 0.05 M Tris HCl buffer pH 7,8, die naast 1 mM 
ATP 2 mM mercaptoethanol bevatte ben kolom met de afmetingen 50 χ 4 um 
werd gebruikt De elutie werd uitgevoerd bij 40C met 0,05 M Tns HCl buffer pH 
7,8, 1 mM ATP en 2 mM mercaptoethanol De proteïnen die bij de ijking van de 
kolom werden gebruikt waren konijnespier LDH, katalase, runderserum albunime 
en cytochroom с De sedimentatiecoefficicnt van dT kinase werd bepaald met 
behulp van de methode van Martin en Ames(1961) Hiervoor werden centnfuga-
ties in suikergradienten uitgevoerd met behulp van een Spinco ultracentrifuge 
model L 2 in een SW 25 III rotor Lineaire suikergradienten van 4-20''/ werden 
gemaakt met behulp van suikeroplossingen die 0,05 M Tris HCl buffer pH 7 8 
bevatten De enzympreparaten werden van te voren gemengd met konijnespier 
LDH Volumina van 0,2 ml werden boven op 4,8 ml gradient gebracht Na 
centnlugatic gedurende ongeveer 17 uur bij 39 000 r ρ m bij 40C werd de bodem 
\an de buis met een holle naald doorgeprikt en werden tracties van 8 druppels 
(ongeveer 0,2 ml) verzameld Van elke fractie werden de dT kinase- en LDH 
activiteit bepaald Door gebruik te maken van de sedimentatiecoeflicient van LDH 
(7,4S, Kaplan, 1964) en de volgende formule is de sedimentatiecoefficicnt van de 
kinase te bepalen 
de afstand die dT kinase in de huis aflegt vanaf de meniscus 
de afstand die LDH aflegt in de buis vanaf de meniscus 
S20,w vJ" dT kinase 
S20,w van LDH 
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DE AFBRAAK VAN THYMIDINE 
IN RUWE EXTRACTEN VAN RATTELEVER 
1. Inleiding 
Fink en medewerkers (1956) hebben aangetoond dat thymidine door extrac­
ten van normale rattelever kan worden afgebroken zoals in fig.2 schematisch is 
weergegeven. 
dT Ί ' Г J — " ï ï J  Г [ - " ' - * Г " 3 — C O H h O + H H j 
Thymine DHT BUIO ВАШ 
Fig.2. 
Afbraak 'pathway' van het pyrimidine deel van het thymidine in rattelever. 
Pathway of degradation of the pyrimidine ring from thymidine in rat liver. 
De eerste stap in deze afbraak bestaat uit een splitsing van de glycosidische 
band door het enzym thymidine fosforylase waarbij thymine en desoxyribose-l-P 
ontstaan. Uit thymine kan via reductie dihydrothymine en vervolgens ß-ureido-
isoboterzuur worden gevormd. De laatste stappen in deze afbraak waarbij 
0-aminoisoboterzuur, CO2, H 20 en NH3 ontstaan, zijn bij zoogdieren slechts in 
lever, nier en milt aangetoond. 
Omdat de bepaling van de thymidine kinase activiteit in eerste instantie werd 
uitgevoerd aan ruwe extracten van normale en regenererende rattelever, hebben 
wij ons afgevraagd of onder de door ons gebruikte testomstandigheden naast 
fosforylering ook nog afbraak van het thymidine zou kunnen plaatsvinden. Bij de 
bepaling van de thymidine kinase activiteit, met behulp van een oplossing die 
naast Tris HCl buffer, ATP en MgCl2 als substraat 2-l4C-dT bevat, moet het 
gefosforyleerde 2-14C-dT worden bepaald. Daarvoor is het noodzakelijk dat na 
incubatie het niet gefosforyleerde dT wordt gescheiden van het gefosforyleerde 
dT. Bresnick en medewerkers (1965, 1967) brachten daartoe de reactieproducten 
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na incubatie op een DEAE cellulose papier, wasten het niet gefosforyleerde 
2- l4C-dT uit en bepaalden de hoeveelheid gefosforyleerde producten van het 
thymidine dat op het papier achterbleef. Okazaki en Kornberg (1964) scheidden 
het gefosforyleerde 2-14C-dT van het niet gefosforyleerde 2-14C-dT met behulp 
van papierelectroforese terwijl Gray en medewerkers (1960) chromatografie op 
een Dowex kolom toepasten. Omdat deze drie methoden hoofdzakelijk gebaseerd 
zijn op het verschil in lading van de te scheiden stoffen, zijn zij niet geschikt om 
een eventuele vorming van thymine aan te tonen. 
In dit hoofdstuk zal de afbraak van het thymidine door ruwe extracten van 
rattelever onder de omstandigheden van de bepaling van de thymidine kinase 
activiteit worden onderzocht door de reactieproducten te analyseren met behulp 
van papierchromatografie waarbij verschillende loopvloeistoffen zullen worden 
gebruikt. Daarnaast zal worden ingegaan op de vraag welke enzymen in het 
extract verantwoordelijk kunnen zijn voor de vorming van thymine. 
2. Resultaten 
a. Identificatie van de reactieproducten 
Aan zes incubatiebuisjes waarvan drie 50 μΐ extract van normale en drie 50 μ\ 
extract van regenererende rattelever 48 uur na de operatie bevatten, werden 50 jul 
substraat-oplossing toegevoegd en deze werden gedurende respectievelijk 15, 30 
en 60 minuten geincubeerd in een waterbad van 37CC. Na stoppen van de reactie 
door toevoeging van 0,3 ml methanol die ongelabelde thymine, dT, dTMP, dTDP 
en dTTP van ieder 0,3 mg bevatte, werd ongeveer 0,15 ml van de heldere super­
natant na centrifugeren gechromatografeerd met de loopvloeistoffen I, II en III. 
In de figuren 3, 4 en 5 is de verdeling afgebeeld van de radioactiviteit over deze 
chromatogrammen, zoals die door een 4*7r Scanner met recorder werd geregis­
treerd. Samen met deze opnamen zijn UV contactafdrukken op fotografisch 
papier van de chromatogrammen weergegeven. 
Bij loopvloeistof I (fig.3), die bij inleidende experimenten voor de bepaling van 
de thymidine kinase activiteit werd gebruikt, bleef het gefosforyleerde dT op de 
startvlek achter en werden het thymine en thymidine niet van elkaar gescheiden. 
In overeenstemming met de resultaten van Baugnet-Mahieu en medewerkers 
(1968) toont fig.4 dat er naast dTMP ook nog kleine hoeveelheden dTDP en dTTP 
werden gevormd, indien extract van regenererende rattelever werd gebruikt, 
terwijl bij extract van normale rattelever alleen dTMP werd aangetroffen. Ook in 
dit geval werd geen scheiding verkregen tussen thymine en thymidine. De loop­




dTMP BUIB dT+Thymine 
Fig.3. 
UV contactafdrukken en registraties van 'counts per minute' van chromatogrammen van incuba-
tie-expenmenten met 2- l 4C-dT als fosfaatacceptor. 
Chromatografie van de reactieproducten werd uitgevoerd met loopvloeistof I. Incubatietijd was 
30 minuten. A, extract van regenererende rattelever. B, extract van normale rattelever. De pijl 
geeft de startvlek aan. dTMP betekent in dit geval thymidine mono-, di- en trifosfaat. 
UV photoprints superimposed with counts per minute as recorded from chromatograms of 50 
μΐ extract incubated with 50 μΙ substrate solution containing 56.6 μΜ 2- l 4C-dT (3.10 4 d.p.m.) 
40 mM ATP and 20 mM MgCl2 in 0.2 M Tris HCl buffer pH 7.8. After 30 minutes of 
incubation 0.3 ml methanol, containing 0.3 mg of unlabeled thymine, dT, dTMP, dTDP and 
dTTP each were added to the incubation mixture. Chromatography of the reaction products 
was carried out in the water saturated butanol system. A, extract from regenerating rat liver. B, 
extract from normal rat liver. Arrow indicates origin. dTMP indicates in this case thymidine 
mono-, di- and triphosphate. 
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dTTPdTDP dTMP BUIB dT+Thymine 
Fig.4. 
UV contactafdruk van een chromatogram met referenties en registraties van "counts per minute' 
van chromatogrammen van incubatie-expcnmenten met 2- l4C-dT als fosfaatacceptor. 
Incubatietijd was 60 minuten. Chromatografie van de reactieproducten werd uitgevoerd met 
loopvloeistof II. A, extract van regenererende rattelever. B, extract van normale rattelever. 
UV photoprint showing positions of reference molecules together with counts per minute as 
recorded from chromatograms of incubation experiments. For legend see fig.3. Incubation time 
was 60 minutes. Chromatography was carried out in the isobutyric acid system. A, extract from 
regenerating rat liver. B, extract from normal rat liver. 
Fig.5 laat zien dat bij chromatografie in loopvloeistof III een goede scheiding 
werd verkregen tussen het thymidine en het thymine en dat vooral bij extract van 
normale rattelever de thymine-vorming groot is. Het gefosforyleerde dT blijft bij 
deze methode op de startvlek achter. 
Er blijft nu nog een radioactieve vlek over die nader geïdentificeerd moet worden. 
Deze was gelocaliseerd tussen de opzetvlek en het dT indien de loopvloeistoffen 1 
en 111 werden gebruikt. Bij loopvloeistof II werd een radioactieve vlek aangetrof-
fen tussen dTMP en dT. Deze radioactieve vlekken van bovengenoemde chromato-
grammen werden uitgeknipt, geëlueerd, verzameld en opnieuw geehromatogra-
feerd in loopvloeistof 111. BUIB werd tegelijkertijd mee gechromatografeerd 
(ongeveer 0,05 mg). 
Fig.6 laat het resultaat zien, nadat het chromatogram met een ninhydrine oplos-
sing was bespoten en de radioactiviteit met behulp van een 4 τ Scanner gelocali­
seerd. Hieruit blijkt dat deze radioactieve vlek als /3-ureidoisoboterzuur moet 
worden geidentificeerd. Dihydrothymine (fig.2) waarvan de Rf waarde in loop­
vloeistof III 0,60 bedraagt (Maurer en Lang, 1967) en dat eveneens een afbraak-
25 
dTMP BUIB dT Thymine 
dTMP BUIB dT Thymine 
Fig. 5. 
UV contactafdrukken en registraties van 'counts per minute* van chromatogrammen van incuba-
tie-experimenten met 2- C-dT als fosfaatacceptor. 
Chromatografie van de reactieproducten werd uitgevoerd met loopvloeistof UI. A en В hebben 
betrekking op incubatie gedurende 15 minuten met extract van regenererende resp. 60 minuten 
met extract van normale rattelever. De pijl geeft de startvlek aan. dTMP betekent in dit geval 
thymidine mono-, di- en trifosfaat. 
UV photoprints and recording of counts per minute from chromatograms of incubation experi­
ments. For legend, see fig.3. Chromatography of the reaction products was carried out in the 
aethylacetate system. A, extract from regenerating rat liver. Incubation time 15 minutes. B, 
extract from normal rat liver. Incubation time 60 minutes. 
product is van het thymine, kon niet als tussenproduct worden geidentificeerd, 




Identificatie van В1ЛВ als reactieproduct. 
Foto en registratie van 'counts per minute' van een chromatogram na co-chromatografie in 
loopvloeistof ΠΙ van 0,05 mg BUIB en het tot nu toe nog onbekende radioactieve reactie-
product. Met arcering is de plaats aangegeven waarop na bespuiting met ninhydrine reagens een 
kleurontwikkeling werd verkregen. Pijl geeft de startvlek aan. 
Identification of BUIB as reaction product. 
Photograph and recording of counts per minute of a chromatogram after co-chromatography of 
0.05 mg BUIB with the unknown radioactive reaction product. After spraying the chromato­
gram with ninhydrine reagent colour development was obtained at the position indicated by the 
hatched square. 
Indien de oppervlakten onder de diverse pieken van de radioactiviteitsverdeling 
over de chromatogrammen, zoals die door een 4 τ Scanner werden geregistreerd, 
met elkaar worden vergeleken, dan blijkt, dat vooral bij lange incubatietijden 
minder radioactiviteit wordt teruggevonden dan bij korte incubatietijden en dat 
dit vooral het geval is bij extracten uit normale rattelevcr. De oppervlakten 
zouden echter toch niet geheel gelijk hoeven te zijn omdat ongeveer 0,15 ml van 
de supernatant op ieder chromatogram is opgezet. Betere kwantitatieve gegevens 
treft men aan in hoofdstuk IV. De meest voor de hand liggende verklaring voor dit 
verlies aan radioactiviteit is dat het BUIB verder wordt afgebroken, waarbij radio­
actief COj ontstaat, dat uit het rcactiemengsel verdwijnt. 
b. Enzymen die betrokken zijn bij de thy mine-vorming 
Friedkin en Roberts hebben reeds in 1954 het voorkomen van een dT 
afbrekend enzym in extracten van rattelever aangetoond. Op grond van hun resul­
taten komen zij tot de conclusie dat thymidine fosforylase daarvoor verantwoor­
delijk is. De onder a van dit hoofdstuk beschreven incubaties, die zonder toevoe­
ging van fosfaat aan het reactiemengsel werden uitgevoerd, hebben bij ons de 
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Tabel 1 
De invloed van het endogeen Ρ, gehalte op de afbraak van dT tot thymine Thymine vorming 
door extracten van rattelever werd gemeten voor en na de dialyse en na dialyse met toevoeging 
van Pl tot de oorspronkelijke concentratie Incubaties werden uitgevoerd 10 minuten Ьц 370C 
met 50 μΐ extract en 50 ju] substraat oplossing voor het aantonen van de dT fosforylase 
activiteit De reattieproducten werden gescheiden via chromatografie met loopvloeistof III Het 
?! gehalte van de ruwe extracten werd bepaald, na precipitatie van de zuuronoplosbare compo­
nenten met 10% TCA, volgens de methode van Fiske en SubbaRow (1925) 
Influence of endogenous ?1 content on the breakdown of dT to thymine Thymine formation in 
extracts from rat liver was measured before and after dialysis, and with 0 2 jumóles Pl added, 
which is the concentration before dialysis Incubation was carried out with 50 μΐ extract and 50 
μΐ substrate solution containing 56 6 μΜ 2-1 4C dT (3 10 4 d ρ m ) m 0 2 M Tns HCl buffer pH 
7 8 for 10 minutes at 37 С The reaction products were separated chromatographically using 
the aethylacetate system ?! content of the crude extracts was determined, after precipitation 
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vraag opgeroepen of het mogelijk zou kunnen zijn dat de vorming van thymine 
ook via een nucleosidase werking tot stand zou kunnen komen 
Om dit te onderzoeken zijn incubaties van een uur bij 370C uitgevoerd met een 
mengsel van 1 ml 10 mM dT en 2 ml extract van normale rattelever Wij hebben 
nu getracht om naast de vorming van thymine de vorming van desoxynbose aan te 
tonen, door na de incubatie het reactiemengsel te chromatograferen in loopvloei-
stof II, waann een Rf waarde van het desoxynbose op 0,78 werd vastgesteld Na 
bespuiting van een dergelijk chromatogram met een aniline ftaalzuur oplossing 
kon geen desoxynbose worden aangetoond, ondanks het feit, dat er ongeveer 1 
mM thymine was gevormd en met het aniline ftaalzuur mengsel reeds 1 tot 2 μg 
desoxynbose kan worden aangetoond Boxer en Shonk (1958) hebben vastgesteld 
dat het desoxynbose door ruwe extracten van rattelever niet wordt omgezet, dit 
kon ook door eigen experimenten worden bevestigd. Een snelle afbraak van het 
desoxynbose kan dus met de reden zijn, dat bij het hierboven omschreven experi­
ment geen desoxynbose kon worden aangetoond 
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Tabel 2 
dT-desoxyribosyl-transferase in extracten van rattelever. 
Extracten van normale en regenererende rattelevers, die 16 uur waren gedialyseerd bij 4 С tegen 
aqua dest., werden als enzymbron gebruikt. Aan 50 μΐ van deze extracten werd 50 /il substraat­
oplossing voor het aantonen van dT-desoxyribosyl-transferase activiteit toegevoegd. Na 30 
minuten incuberen werden de reactieproducten gescheiden via chromatografie met loopvloei­
stof III. 
dT-deoxyribosyl-transferase in extracts from rat liver. 
Extracts from normal and regenerating rat liver dialysed during 16 hours at 4 С against distilled 
water were used as a source of enzyme. 50 μΐ of substrate solution containing 66.6 μΜ 
2-l4C-thymine (3.10 4 d.p.m.) and 56.6 μΜ dT in 0.2 M Tris HCl buffer pH 7.8 were added to 
50 μΐ of these extracts. After 30 minutes of incubation at 37 С the reaction products were 
separated with the aethylacetate system. 
sample 
dialysed extract from 
normal rat liver 
dialysed extract from 
regenerating rat liver 
nmoles dT formed/30 minutes 
0.33 
0.19 
Er blijven nu nog twee mogelijkheden over waarlangs het dT tot thymine door 
ruwe extracten van rattelever kan worden afgebroken en wel via thymidine 
fosforylase, waarbij endogeen aanwezig anorganisch fosfaat een belangrijke rol 
zou spelen, of via de dT desoxyribosyl-transferase, waarbij het desoxyribose 
gedeelte van het dT door eventueel endogeen aanwezige basen zou kunnen wor­
den overgenomen. Beide mogelijkheden worden nu beschreven. 
1. Thymidine fosforylase 
Om aan te tonen dat thymidine fosforylase werkzaam kan zijn, werd eerst het 
fosfaatgehalte bepaald van de ruwe extracten. Deze bleek 3 tot 4 mM te bedragen 
(tabel 1). Daarnaast werd de thymine vorming van deze ruwe extracten gemeten 
vóór en nadat dialyse gedurende 16 uur tegen aqua dest. bij 4CC was uitgevoerd. 
Tevens werd de thymine vorming bepaald van de extracten na dialyse met toevoe-
ging van een hoeveelheid anorganisch fosfaat ter grootte van de oorspronkelijk 
aanwezige hoeveelheid. De resultaten hiervan zijn in tabel 1 weergegeven. 
Er blijkt nu dat na dialyse geen thymine vorming kan worden aangetoond en dat 
door toevoeging van de oorspronkelijke hoeveelheid anorganisch fosfaat na dialyse 
60-80% van de enzymactiviteit wordt hersteld. Dat slechts 60-80% herstel wordt 
gevonden kan niet te wijten zijn aan enzyminactivering, omdat het ongedialy-
seerde extract na 16 uren bij 40C te hebben gestaan geen afname in thymine 
vorming vertoonde. Op een mogelijk andere verklaring komea we later terug. 
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2. Thymidine desoxyribosyl-transferase 
De afbraak van dT in aanwezigheid van vrije basen werd nagegaan bij incubatie 
van 50 μΐ gedialyseerd extract van normale en regenererende rattelever met 50 μΐ 
substraat oplossing, dat 2-14C-thymine en ongelabeld thymidine in 0,2 M Tris HCl 
buffer pH 7.8 bevatte. 
In tabel 2 is te zien dat l 4C-dT gevormd wordt wat erop wijst dat thymidine 
desoxyribosyl-transferase activiteit in de ruwe extracten aanwezig is. Voor het 
aantonen van deze enzymactiviteit moesten de extracten echter eerst worden 
gedialyseerd om de fosforylase werking uit te sluiten. De dT fosforylase reactie is 
namelijk een evenwichtsreactie (fig. 1) met het evenwicht sterk naar de nucleoside 
kant (Friedkin en Roberts, 1954). Ruwe extracten waaraan 2-14C-thymine wordt 
toegevoegd tezamen met ongelabeld dT kunnen via de fosforylase reactie eveneens 
radioactief dT laten ontstaan zodat alleen met een gedialyseerd extract kan wor­
den bewezen dat de reactie 2-14C-thymine + dT -»• 2-14C-dT + thymine plaats­
vindt. 
с De vorming van difenylamine positief materiaal bij incubatie van extract van 
rattelever met 33,3 mM dT 
In de voorafgaande paragraaf werd aangetoond, op grond van respectievelijk de 
vorming van MC-thymine en 14C-dT, dat ruwe extracten van rattelever naast 
thymidine fosforylase ook nog thymidine desoxyribosyl-transferase activiteit kun­
nen bezitten. Bij de fosforylase reactie zal naast thymine, desoxyribose-1-fosfaat 
worden gevormd. In ueze paragraaf zal het ontstaan hiervan worden nagegaan. 
Boxer en Shonk (1958) hebben het desoxyribose fosfaat metabolisme in ratte­
lever onderzocht. Het desoxyribose fosfaat wordt daarbij colorimetrisch bepaald 
met behulp van het difenylamine reagens zoals beschreven door Burton (1956). 
Aangezien dT geen kleurontwikkeling geeft met dit reagens kan de vorming van 
desoxyribose fosfaat uit het thymidine tijdens incubatie colorimetrisch worden 
nagegaan. Hiervoor werden aan 4 ml niet gedialyseerd extract van normale ratte­
lever 2 ml Tris HCl buffer met en zonder 100 mM dT toegevoegd en tot 90 
minuten toe geincubeerd. Na JVi, 15, 30, 60 en 90 minuten werd telkens uit beide 
incubatiemengsels 1 ml genomen, waaraan 2 ml 10% TCA werden toegevoegd. Na 
afdraaien van het neerslag werd op de supernatant de difenylaminetest volgens 
Burton (1956) uitgevoerd. Fig.7 laat de resultaten zien die daarbij werden verkre­
gen. 
Het blijkt dat het desoxyribose fosfaat door ongedialyseerde ruwe extracten sterk 
wordt afgebroken. Dit kon tevens worden bevestigd door experimenten waarbij 
aan 4 ml gedialyseerde en ongedialyseerde extracten 1 ml 4 mM desoxyribose-1-




Vorming van difenylamine positief materiaal tijdens de afbraak van dT door extract van nor­
male rattelever 
De incubatiemengsels bevatten 4 ml extract van normale rattelever + 2 ml 100 mM dT in 0,2 M 
Tris HCl buffer pH 7,8 (χ χ), of 4 ml extract van normale rattelever + 2 ml 0,2 M Tris HCl 
buffer pH 7,8 (• •) Op de aangegeven tijden werd uit de incubatiemengsels 1 ml geno­
men, waaraan 2 ml 10% koude TCA oplossing werden toegevoegd Na afdraaien van het neerslag 
werd op de supernatants de difenylamine test uitgevoerd 
Formation of diphenylamine positive material during the breakdown of dT by extract from 
normal rat liver Incubation mixtures contained 4 ml extract from normal rat liver + 2 ml 100 
mM dT in 0 2 M Tris HCl buffer pH 7 8 (χ χ) or 4 ml extract of normal rat liver + 2 ml 
0 2 M Tris HCl buffer pH 7 8 (• •) At indicated times, 1 ml samples were withdrawn 
from the incubation mixtures to which samples of 2 ml 10% cold TCA solution were added 









Afbraak van desoxynbose-1-fosfaat door extract van normale rattelever 
Incubatiemengsels bevatten 4 ml gedurende 16 uur tegen aqua dest gedialyseerd extract van 
normale rattelever + 1 ml 0,2 M Tris HCl buffer met 4 mM desoxyribose-1 -fosfaat (χ к), 
en 4 ml extract van normale rattelever + 1 ml 0,2 M Tris HCl buffer pH 7,8 met 4 mM 
desoxynbose-1-fosfaat С · ) Op de aangegeven tijden werd uit beide incubatiemengsels 1 
ml weggenomen, waaraan 2 ml 10% koude TCA oplossing werden toegevoegd Na afdraaien van 
het neerslag werd op de supematants de difenylamme test uitgevoerd en de hoeveelheid desoxy-
nbose-1 -fosfaat berekend 
Breakdown of deoxyribose-1-phosphate by extract from normal rat liver 
Incubation mixtures contamed 4 ml dialysed extract from normal rat liver + 1 ml 0 2 M Tns 
HCl buffer with 4 mM deoxynbose-1-phosphate (x κ) and 4 ml extract from normal rat 
liver + 1 ml 0 2 M Tris HCl buffer pH 7 8 with 4 mM deoxyribose-1-phosphate ( · · ) At 
indicated times, 1 ml aliquots of the incubation mixtures were withdrawn and 2 ml 10% cold 
TCA solution were added After centnfugation, the dyphenylamine test was earned out on the 
supernatants and the content of deoxynbose-l-phosphate calculated 
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aminetest de hoeveelheid desoxyribose-1-fosfaat gemeten. De resultaten daarvan 
zijn in fig.8 weergegeven. 
Uit beide experimenten, waarvan de resultaten goed overeenkomen met die van 
Boxer en Shonk (1958), blijkt dat ruwe extracten van rattelever het desoxyribose-
1-fosfaat snel omzetten. In de discussie zal op deze resultaten worden ingegaan. 
Discussie en conclusie 
Papierchromatische analyse van de reactieproducten die worden verkregen 
indien incubaties worden uitgevoerd met extracten van normale of regenererende 
rattelever en dT als substraat, laat zien dat er naast dTMP, dTDP en dTTP ook 
afbraakproducten van het dT, vooral thymine, worden gevormd. Vergelijkt men 
deze analyse met die van andere auteurs zoals Bresnick en medewerkers (1967), 
Gray en medewerkers (1960) en Bollum en Potter (1959), die ook de dT kinase 
activiteit in extracten van rattelever hebben bepaald, dan blijkt dat zij de vorming 
van thymine niet hebben opgemerkt. Als verklaring hiervoor kan worden aange-
haald dat zij bij de analyse van de reactieproducten geheel andere scheidings-
methoden hebben gebruikt. 
Dat bij de door ons uitgevoerde analyse geen radioactief (3-aminoisoboterzuur naast 
ß-ureidoisoboterzuur is gevonden is niet zo verwonderlijk. Het radioactieve dT is 
namelijk aan het С atoom 2 in de pyrimidine ring gelabeld. Bij de vorming van 
/3-aminoisoboterzuur uit 0-ureidoisoboterzuur gaat juist dit С atoom over in CO2. 
Het /3-aminoisoboterzuur dat gevormd wordt is dus niet meer radioactief en kan 
niet meer als radioactief afbraakproduct worden geïdentificeerd. De afbraak van 
het dT, zoals in dit hoofdstuk is uiteengezet, moet te wijten zijn aan thymidine 
fosforylase en/of thymidine desoxyribosyl-transferase. Beide enzymen konden 
in ruwe extracten worden aangetoond hetgeen in overeenstemming is met experi-
menten van Zimmerman en Seidenberg (1964), die tevens hebben aangetoond dat 
dT fosforylase en desoxyribosyl-transferase activiteiten door een en hetzelfde 
proteïne worden uitgevoerd. Dat na dialyse en vervolgens toevoeging van de oor-
spronkelijke hoeveelheid anorganisch fosfaat slechts 60-80% van de oorspronke-
lijke afbraak van het dT worden teruggevonden, kan misschien verklaard worden 
door het feit dat tijdens de dialyse bepaalde laagmoleculaire stoffen verloren gaan 
die nodig zijn voor een optimale fosforylase werking. Uit experimenten van o.a. 
Zimmerman en Seidenberg ( 1964) blijkt echter dat voor een optimale dT fosforyl-
ase werking geen extra laag moleculaire cofactoren nodig zijn. Uit de resultaten 
die in tabel 2 zijn weergegeven zou men dan moeten concluderen dat dan 20-40% 
van de dT afbraak onder de aangegeven omstandigheden aan dT desoxyribosyl-
transferase werking moet worden toegeschreven. Deze schatting moet echter te 
hoog zijn. Bij de bestudering van de afbraak van het dT en desoxyribose-1-fosfaat 
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met behulp van de difenylaminetest werd namelijk gevonden dat bij ruwe, in 
tegenstelling tot gedialyseerde extracten van rattelever, het desoxyribose-l-fosfaat 
wordt afgebroken. 
Een voor de hand liggende conclusie is nu, dat de gegevens in tabel 1 wel de 
fosforylase activiteit aangeven maar dat slechts 60-80% van de oorspronkelijke 
thyminevorming worden gevonden na dialyse en toevoeging van de oorspronke-
lijke hoeveelheid anorganisch fosfaat, te wijten is aan het feit dat na dialyse een 
van de reactieproducten, in dit geval het desoxyribose-l-fosfaat, niet meer wordt 
afgebroken. Het aandeel van het dT desoxyribosyl-transferase zal dus waarschijn-
lijk kleiner zijn dan in eerste instantie werd geconcludeerd. 
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HOOFDSTUK IV 
DE KWANTITATIEVE OMZETTING VAN THYMIDINE 
TIJDENS DE INCUBATIE MET RUWE EXTRACTEN VAN RATTELEVER 
1. Inleiding 
Bij de rat wordt gedurende de regeneratie na partiële hepatectomic een aan-
zienlijke toename in de dT kinase activiteit waargenomen (o.a. Bollum en Potter, 
1959). Bresnick en Williams (1967) hebben op grond van experimenten met 
actinomycine D de conclusie getrokken dat deze sterke toename te wijten moet 
zijn aan een de novo synthese van het enzym. 
In 1960 hebben Gray en medewerkers gevonden, dat deze toegenomen dT 
kinase activiteit in vitro sterk werd gereduceerd door toevoeging van extract van 
normale rattelever. Zij veronderstelden, dat dit te wijten zou zijn aan een remstof 
die in extracten van normale rattelever zou voorkomen. Nadere experimentele 
gegevens over deze remstof zijn sindsdien in de literatuur niet verschenen. 
Analyse van de reactieproducten, zoals die in hoofdstuk III is beschreven, liet zien 
dat extracten van rattelever een sterke afbraak van dT tot thymine vertoonden. 
Deze sterke afbraak is voor ons aanleiding geweest om de 'remming' van het dT 
kinase in extracten van regenererende rattelever door toevoeging van extract van 
normale rattelever nader te onderzoeken. 
2. Resultaten 
a. Kwantitatieve bepaling van de reactieproducten gedurende de incubatie 
De vorming van gefosforyleerde- en afbraakproducten van dT gedurende 
incubaties werd nagegaan met extracten die werden bereid zoals door Gray en 
medewerkers (1960) is beschreven. Daarvoor werden één normale en één regene-
rerende (48 uur na de operatie) rattelever in hun geheel gehomogeniseerd in 20 ml 
ijskoude aqua dest. Na een uur centrifugeren van dit homogenaat bij 100.000 g 
werd de supernatant als enzymbron gebruikt. Het proteïnegehalte bedroeg 17 
respectievelijk 25 mg/ml voor het extract van regenererende en normale rattelever 
Vervolgens werd het verloop van de thymidine omzetting in extracten van nor-
male rattelever (fig.9a), regenererende rattelever (fig.9b) en in een mengsel van 
normale en regenererende rattelever (fig.9c) nagegaan. Na 5, 10, 30, 60 en 90 
minuten werden uit de verschillende incubatiemengsels steeds monsters van 50 μΐ 



































opvalt is dat er een aanzienlijke afname optreedt van de totale teruggevonden 
radioactiviteit bij incubaties, waarbij extract van normale rattelever betrokken is. 
Dit komt geheel overeen met de reeds in hoofdstuk Hl verkregen indruk. De 
voornaamste waarneming echter is dat de beginsnelheid van de fosforylering van 
het dT in een incubatiemengsel, dat bestaat uit gelijke hoeveelheden extract uit 
normale en regenererende rattelever even groot is als de som van de beginsnel-
heden die verkregen worden bij incubaties met de afzonderlijke extracten. Na 5 
minuten waren 0,202 nmolen gefosforyleerd dT gevormd door de gecombineerde 
extracten, terwijl 0,142 en 0,062 nmolen gefosforyleerd dT waren gevormd door 
respectievelijk de extracten van regenererende en normale rattelevers. Na 90 
minuten incubatie werd in overeenstemming met de resultaten van Gray en mede­
werkers veel minder gefosforyleerd dT gevonden bij de gecombineerde extracten 
dan met het extract van regenererende rattelever alleen. Uit fig.9 blijkt echter 
duidelijk dat deze verminderde omzetting veroorzaakt wordt door de grote 
afbraak van dT in extracten van normale rattelever. 
b. Het effect van thymine en hoge dT concentratie op de fosforylering van het dT 
door de verschillende extracten 
De resultaten die in de voorafgaande paragraaf zijn weergegeven laten zien dat 
de afbraak van het dT bij lange incubatietijden een verminderde fosforylering van 
het dT veroorzaakt bij het gecombineerde extract vergeleken met extract van 
•<- Fig.9. 
Afbraak en fosforylering van C-dT gedurende de incubatie. 
0,3 ml enzymmonsters werden bij 37 С geincubeerd met 0,3 ml substraat oplossing. Monsters 
van 50 μΐ werden op aangegeven tijden genomen en aan 0,15 ml methanol toegevoegd. Radio­
actieve producten werden uitgedrukt als percentage van de oorspronkelijk aanwezige radioacti­
viteit van het I4C-dT. De enzymmengsels hadden de volgende samenstelling: 
a. 0,15 ml extract uit regenererende rattelever + 0,15 ml aqua dest. 
b. 0,1S ml extract uit normale rattelever + 0,15 ml aqua dest. 
с 0,15 ml extract uit regenererende rattelever + 0,15 ml extract uit normale rattelever 
χ χ geforforyleerd dT; Δ Δ dT, · · Thymine, О O BUI В, • • som 
van de teruggevonden radioactiviteit. 
Degradation and phosphorylation of 14C-dT during incubation. 0.3 ml of enzyme preparations 
were incubated with 0.3 ml of standard substrate solution containing 56.6 μΜ C-dT (3.10 
d.p.m.), 40 mM ATP and 20 mM MgCl2 in 0.2 M Tris HCl buffer pH 7.8. Aliquots of 50 μΐ were 
withdrawn after the times indicated and added to 0.15 ml methanol. Radioactive products are 
expressed as percentages of the I4C-dT radioactivity originally present. Enzyme preparations 
were composed as follows: 
a. 0.15 ml extract from regenerating rat liver + 0.15 ml aqua dest. 
b. 0.15 ml extract from normal rat liver + 0.15 ml aqua dest. 
с 0.15 ml extract from regenerating rat liver + 0.15 ml normal rat liver extract. 
χ χ phosphorylated dT, Δ Δ dT, · · Thymine, о о BUIB, • • sum 
of radioactivity recovered. 
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Tabel 3 
Fosforylering van dT door extracten van rattelever bij verschillende dT en thymine concen-
traties na 30 minuten incubatie. 
Incubaties werden uitgevoerd zoals beschreven onder methoden. 









































regenererende rattelever alleen. Dit bij de bepaling van thymidine kinase storende 
effect kan worden geëlimineerd door toevoeging van 15 mM thymine aan het 
incubatiemengsel of door verhoging van de dT concentratie in het incubatie-
medium. Toevoeging van 15 mM thymine veroorzaakt een algehele remming van 
zowel de dT fosforylase als de dT desoxyribosyl-transferase activiteit (Friedkin en 
Roberts, 1954; Zimmerman en Seidenberg, 1964). 
In tabel 3 worden de resultaten vergeleken, verkregen bij 30 minuten incube-
ren met en zonder 15 mM thymine bij dezelfde concentratie dT als in het experi-
ment van fig.9, ni. 28,3 μΜ. In tabel 3 zijn tevens de resultaten weergegeven van 
incubaties die werden uitgevoerd bij 128,3 μΜ dT. 
Uit deze resultaten blijkt dat door remming van de afbraak van het dT door 
thymine of verhoging van de concentratie van het substraat dT de 'remming' van 
de fosforylering door de gecombineerde extracten niet of veel minder optreedt. 
Deze gegevens bevestigen de in de vorige paragraaf reeds naar voren gebrachte 
bewering dat vooral de afbraak van het dT tot thymine — en dus het sterk 
beperkend worden van de concentratie dT voor de activiteit van het enzym — 
verantwoordelijk is voor de remming van de dT kinase activiteit in vitro van 




Defosforylering van dTMP 
Defosforylering van dTMP werd gemeten met 11,5 μΜ 2-l4C-dTMP m Tris HCl buffer in aan-
en afwezigheid van ATP en MgClj De concentraties van het ATP en MgClj bedroegen respec­
tievelijk 20 en 10 mM Producten werden geanalyseerd na chromatografie met loopvloeistof III 
Dephosphorylation of dTMP was measured with 11 5 μΜ of 2- 1 4C dTMP m Tris HCl buffer ш 
the presence and absence of ATP and MgCl2 The concentrations of ATP and MgCl2 were 20 
and 10 mM respectively Products were detected after chromatography m the ethylacetate 
system 
sample 
25 μΐ extract from regenerating rat liver 
+ 25 μ! Tris buffer + 50 μΐ substrate 
25 μΐ extract from normal rat liver 
+ 25 μΐ Tns buffer + 50 μΐ substrate 
25 μΐ extract from regenerating rat liver 
+ 25 μΐ extract from normal rat liver 































Op grond van de onder a en b beschreven experimenten moet dan ook worden 
geconcludeerd dat er geen argumenten zijn voor de veronderstelde aanwezigheid 
van een echte remstof voor dT kinase in extract van normale rattelever 
с Defosforylering van het dTMP 
Uit fig 9c blijkt dat na 30 minuten incuberen bij een mengsel van extracten van 
normale en regenererende rattelever er geen dT meer kan worden waargenomen 
De hoeveelheid gefosforyleerd dT, die voor 90% uit dTMP bestond, neemt tussen 
30 en 90 minuten incubatie nauwelijks af 
Uit deze waarneming moet men concluderen dat de afbraak van het dTMP 
onder deze omstandigheden gering is Bij de bestudering van de afbraak van het 
dTMP in een afzonderlijk experiment werd echter vastgesteld dat extracten van 
zowel normale als regenererende rattelever een grote dTMP defosforylerende 
enzymactiviteit bezaten (tabel 4) Deze afbraak werd drastisch verminderd door 
toevoeging van 20 mM ATP en 10 mM MgCl2 Weglating van MgCl2 in hetzelfde 
experiment vertoonde geen invloed op de resultaten zodat de conclusie gerecht-
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vaardigd is, dat onder deze omstandigheden MgCl2 geen essentiële rol speelt Een 
incubatie van 20 minuten in aanwezigheid van 20 mM ATP en 11,5 μ dTMP liet 
zien dat bij de gecombineerde extracten slechts 9,5'/ afbraak plaatsvindt Bij een 
incubatietijd van 5 minuten, zoals voor de bepaling van de beginsnelheid van de 
dT fosforylenng in a werd gebruikt, zal defosforylermg van dTMP dus nauwelijks 
een rol spelen 
Omdat het effect van het ATP ook met extracten van normale rattelever werd 
waargenomen — normale rattelever bezit nauwelijks dT en dTMP kinase activiteit 
- moet worden vastgesteld dat het ATP het dTMP defosforylerend enzymsysteem 
remt en niet dat het ATP dient als fosfaat donor voor de re fosforylenng van het 
dT Refosforylenng van het dT treedt echter wel op bij gecombineerde extracten 
van normale en regenererende rattelever, zodat gecombineerde extracten een 
geringere afname van het dTMP laten zien dan op grond van de afzonderlijke 
waarden voor de defosforylermg verondersteld mag worden 
3. Discussie en conclusie 
De aanname van Gray en medewerkers (1960) over de aanwezigheid van een 
remstof voor de thymidine kinase in extract uit normale rattelever is gebaseerd 
op de waarneembare geringere hoeveelheid gevormd dTMP na toevoeging van dit 
extract aan een extract van regenererende rattelever De in dit hoofdstuk weer­
gegeven resultaten tonen echter aan dat de beginsnelheid van de fosforylenng van 
het dT dezelfde is in aan- en afwezigheid van extract van normale rattelever 
De kleinere hoeveelheid gefosforyleerd dT die gevonden wordt na lange 
incubatietijden is te wijten aan uitputting van het dT door afbraak en met aan het 
effect van een specifieke remstof voor dT kinase 
Deze gedachte wordt geheel ondersteund door experimenten waarbij de dT 
kinase activiteiten van de verschillende extracten afzonderlijk en gecombineerd 
werden getest bij hoge dT concentratie en bij de dT concentratie zoals die voor 
het standaard incubatie-mengsel is aangegeven, maar dan met toevoeging van 15 
mM thymine De remming van de dT afbrekende enzymactiviteit door toevoeging 
van 15 mM thymine aan het incubatie-medium is met verrassend In 1967 en 1968 
hebben Gallo, Perry en Breitman voor het dT fosforylase en het dT desoxynbo-
syl-transferase uit humane leukocyten kunnen vaststellen dat beide activiteiten, 
die een functie zijn van een en hetzelfde enzym, door toevoeging van een over­
maat thymine sterk geremd worden De Kj voor het thymine met dT als desoxy-
nbosyl donor is ongeveer 5 mM De K, voor de inhibitie van dT fosforylase door 
thymine bedraagt 3,5 mM 
Wij zijn dit bij onze experimenten met zo uitvoerig nagegaan, maar hebben bij 
papierchromatografische analyse van de reactieproducten nauwelijks radioactief 
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thymine vorming (< 3%) kunnen aantonen, indien 15 mM inactief thymine 
tijdens de incubatie aanwezig was. 
Fritzson (1967) heeft de defosforylering van het TMP onderzocht in extracten 
uit normale en regenererende rattelever. Daarbij is hij tot de conclusie gekomen, 
dat defosforylering van het dTMP hoofdzakelijk moet worden toegeschreven aan 
niet specifieke zure fosfatasen en dat dTMP defosforylerende enzymactiviteit 
gedurende de regeneratie niet of nauwelijks is verhoogd ten opzichte van normale 
rattelever. Op grond van deze defosforyleringsexperimenten mag worden gecon-
cludeerd dat de defosforylering bij de bepaling van de dT kinase activiteit bij een 
incubatietijd van 5 minuten geen significante invloed heeft. Door de geringe 
variatie van de dTMP defosforylerende enzymactiviteit tijdens de regeneratie zal 
de dT kinase bepaling aan ruwe extracten van verschillende tijden na de operatie 
niet beïnvloed worden door defosforylering van het TMP. 
Voor wat de regulering van de fosforylering van het dT tijdens de regeneratie 
betreft sluiten onze resultaten meer aan bij het idee van Bresnick en medewerkers 
(1967), dat deze bepaald wordt door een de novo synthese van de dT kinase. 
Mogelijk kunnen de dT afbrekende enzymen, door de endogene pool van dT te 
verlagen, enig effect op de dTMP vorming in vivo hebben. 
41 
HOOFDSTUK V 
ENIGE EIGENSCHAPPEN VAN THYMIDINE KINASE 
IN ONGEZUIVERDE EXTRACTEN VAN REGENERERENDE RATTELEVER 
1 Inleiding 
In hoofdstuk IV is bij de omzetting v<in dT tijdens de incubatie met ruwe 
extracten van normale en regenererende rattelever naar voren gekomen, dat naast 
fosforylenng en afbraak van dT, defosforylering van het dTMP kan plaatsvinden 
De afbraak van dT en de defosforylering van dTMP speelden bij onze bepaling van 
de dT kinase activiteit van het extract van regenererende rattelever geen rol, mits 
de incubatietijd maar niet te lang was Voor een juiste bepaling van de hoeveelheid 
dT kinase gedurende de regeneratie van rattelever (hoofdstuk VI) zal nu worden 
ingegaan op de vraag of de omstandigheden voor de bepaling van de activiteit wel 
optimaal zijn, en of de enzymactiviteit een goede maat is voor de hoeveelheid 
enzym Hiervoor zullen enige eigenschappen van dT kinase in ruwe extracten 
worden onderzocht 
2. Resultaten 
a Localisatie en extractie van dT kinase uit regenererende rattelever 
Baugnet-Mahieu en Semai hebben in 1968 de intracellulaire verdeling van de 
dT kinase activiteit in regenererende rattelever onderzocht Zij kwamen daarbij 
tot de conclusie dat alle door hen geïsoleerde celfracties dT kinase activiteit 
bezaten en dat het enzym voor 40-80'/ in de supernatant fractie gelocahseerd is 
Deze resultaten konden door ons worden bevestigd (tabel 5) 
Daarnaast kon worden vastgesteld, dat homogemsatie in zowel 0,25 M Saccha-
rose in 0,01 M Tris HCl buffer pH 7,8 als in 0,2 M Tris HCl buffer pH 7,8 met en 
zonder toevoeging van het detergens Tnton X-100 dezelfde opbrengst aan enzym-
activiteit gaf (tabel 5) Het apolaire detergens Triton X-100 werd in concentraties 
van 0,01 tot Q,\'/r gebruikt tijdens de homogemsatie omdat deze stof goed ge-
schikt is om eventueel membraangebonden enzymen te kunnen laten vrijkomen 
(Beaufay en medewerkers, 1959) Triton X-100 had geen enkele invloed op de 
enzymactiviteit op zich De supernatanten die na 20 minuten centrifugeren bij 
100 000 g van de homogenaten in 0,2 M Tris HCl buffer met en zonder Tnton 
X-100 werden verkregen heten zien dat er geen enzymactiviteit werd afgedraaid. 
Op grond van deze gegevens werd de homogemsatie steeds uitgevoerd in 0,2 M 
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Tabel 5 
Extractie en localisatie van dT kinase. 
Rattelever 48 uur na partiele hepatectomie werd fijngeknipt en in drie gelijke porties van 1 
gram verdeeld. Een portie werd gehomogeniseerd in 9 ml 0,25 M saccharose in 0,01 M Tris HCl 
buffer pH 7,8 voor de bereiding van celorganellen. De andere twee porties werden gehomogeni­
seerd in 9 ml 0,2 M Tris HCl buffer pH 7,8 respectievelijk met en zonder 0,1% Triton X-100, en 
gedurende 20 minuten bij 100 000 g gecentrifugeerd dT kinase activiteit van de verschillende 
fracties werd bepaald zoals beschreven is onder methoden. 
Extraction and localisation of dT kinase. 
Rat liver 48 hours after partial hepatectomy was minced with scissors and divided in three equal 
parts of I gram. One part was homogenised in 9 ml 0.25 M sucrose in 0.01 M Tris HCl buffer 
pH 7.8 for the preparation of cellorganelles. The other two parts were homogenized in 9 ml 0.2 
M Tris HCl buffer pH 7.8 in the presence and absence of 0.1'/ Triton X-100 respectively and 
centnfuged at 100 000 g for 20 minutes. dT kinase activity was determined with standard 
substrate (see fig.9). 
Homogemsation 
medium 
0.25 M Sucrose in 
in 0.01 M Tris HCl 
buffer pH 7.8 
0.2 M Tris н а 
buffer pH 7.8 
0.2 M Tris н а 
buffer pH 7.8 with 








supernatant 100,000 g 
total homogenate 
supernatant 100,000 g 













Tris HCl buffer, en de supernatant die na 20 minuten centrifugeren bij 100.000 g 
verkregen werd steeds als enzymbron gebruikt. 
b. De invloed van verdunning (van het extract) en van de incubatietijd op de 
enzymactiviteit 
Om na te gaan of de enzymactiviteit een goede maat is voor de hoeveelheid 
enzym werd de 100.000 g supernatant (24 mg proteïne/ml) van een homogenaat 
van regenererende rattelever 48 uur na de operatie een aantal malen verdund. 
Uit figuur 10 blijkt dat er een lineair verband bestaat tussen de concentratie 
van het extract en de enzymactiviteit. Hieruit blijkt tevens dat er geen remmende 
of activerende stoffen in het extract aanwezig zijn. In geval dat er een activator 








mg of protein 
Fig 10 
dT kinase activiteit als functie van de hoeveelheid extract 
Een regenererende rattelever 48 uur na de operatie werd gehomogeniseerd in 20 ml 0,2 M Tns 
HCl buffer pH 7,8 Na 20 minuten centrifugeren werd van de 100 000 g supernatant een 
verdunningsreeks gemaakt en de enzymactiviteit bepaald met het standaard substraatmengsel 
dT kinase activity as a function of the amount of extract 
Regenerating rat liver 48 hours after the operation was homogenised m 20 ml 0 2 M Tris HCl 
buffer pH 7 8 After 20 minutes centnfugation at 100,000 g the supernatant was diluted several 
times and enzyme activities measured with standard substrate 
activiteit met een grotere factor moeten afnemen. Bij de aanwezigheid van een 
remstof zou bij toenemende concentratie van het enzym ook steeds meer remstof 
aanwezig moeten zijn zodat de waargenomen enzymactiviteit bij hoge enzym-
concentraties niet meer lineair met de hoeveelheid enzym zal verlopen 
In figuur 11 is te zien dat er gedurende 15 minuten incubatie van ditzelfde 
extract een rechtlijnig verband wordt gevonden tussen de incubatietijd en de 
hoeveelheid van het gevormde product Hierbij valt op dat 50-60% van het dT 









Fig п . 
dT kinase activiteit als functie van de incubatietijd. 
25 μΙ extract van regenererende rattelever (0,3 mg proteine) + 25μ1 Tris buffer werd geincu-
beerd met 50 μΐ standaard substraat 
dT kinase activity as a function of the incubation time. 
25 pi extract of regenerating rat liver (0 3 mg of protein) + 25 μΐ Tris HCl buffer pH 7 8 were 
incubated with 50 /ul standard substrate 
het standaard incubatie mengsel ver boven de K
m
 van het enzym moet liggen. (De 
vorming van thymine tijdens deze incubatie is in de figuur niet aangegeven. Deze 
bedroeg na 15 minuten incuberen 12%) 
BIJ de bepaling van de dT kinase activiteit gedurende de regeneratie zal door 
chromatografie van de reactieproducten in loopvloeistof III de vorming van 
thymine steeds worden nagegaan om zeker te weten, dat gedurende de reactie niet 
te veel substraat is afgebroken. Daarnaast zullen korte incubatietijden van 5 minu­
ten worden toegepast. Mocht blijken dat na 5 minuten te hoge dT omzettingen 
(groter dan 20%) worden bereikt, dan zal het extract worden verdund tot een 
juiste concentratie en de enzymactiviteit opnieuw worden getest. 
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preincubation at 37 "С 
Fig. 12. 
Inactivering van dT kinase in ruwe extracten van regenererende rattelever tijdens preincubatie 
bij 370C. 
Voor en na preincubatie werd dT kinase bepaald met behulp van het standaard substraat. De 
preincubatiemengsels waren als volgt samengesteld. (• •) 25 μΐ extract + 25 μΐ Tris HCl 
buffer waarin 40 mM ATP en 20 mM MgCl2, ( * A) 25 μΐ extract + 25 μΐ Tris buffer waarin 
40 mM ATP, ( · · ) 25 μΐ extract + 25 μΐ Tris buffer waarin 56,6 μΜ dT,(x x) 25 μΐ 
extract + 25 μΐ Tris HCl buffer waarin 20 mM MgCl2,(0-
buffer 
-O) 25 μΙ extract + 25 μ Tris Hel 
Inactivation of dT kinase in crude extracts of regenerating rat liver during preincubation at 
370C. 
Before and after preincubation dT kinase activity was determined with standard substrate 
solution. Composition of preincubation mixtures was as follows. 25 jul extract + 25 Jul Tris HCl 
buffer with 40 mM ATP and 20 mM MgCl2 (• •); 25 β extract + 25 μΐ Tris HCl buffer 
with 40 mM ATP (A A); 25 μΐ extract + 25 μΐ Tris HCl buffer with 56.6 μΜ dT ( · · ) ; 
25 β extract + 25 μΐ Tris HCl buffer with 20 mM MgCli (x-
HC1 buffer (O o) 
-x); 25 μΐ extract + 25 μΐ Tris 
4 6 
Tabel 6 
Inactivering van dT kinase gedurende premcubatie bij 37 С 
dT kinase activiteit werd bepaald van 25 μΐ extract van regenererende rattelever + 25 μΐ Tris HCl 
buffer pH 7,8 met en zonder de geteste stoffen voor en na premcubatie. 
Inactivation of dT kinase during preincubation at 37 С. 
pH dT kinase activity of 25 μΐ extract of regenerating rat liver (0 6 mg of protein) + 25 μΐ Tns 
HCl buffer pH 7.8 was determined in the presence or absence of the tested substances before 
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c. Enzyms tabiliteit bij 3 7° С 
Uit het rechtlijnig verband dat tussen incubatietijd en gevormde product wordt 
gevonden moet worden geconcludeerd dat dT kinase tijdens de bepaling stabiel is. 
Werd ditzelfde extract echter afzonderlijk gedurende enige tijd bij 370C gepre-
incubeerd en daarna de enzymactiviteit ervan bepaald, dan kon worden vastge­
steld dat dT kinase in vitro een 'half life' tijd had van 4 à 5 minuten. Uit figuur 12 
blijkt dat preincubatie met 20 mM ATP het enzym volkomen beschermt tegen 
inactivering. dT in een concentratie, zoals dit aanwezig is in het standaard incuba-
tie mengsel, had nauwelijks enige invloed. De aanwezigheid van 10 mM MgCIa 
tijdens de preincubatie had geen enkel effect op de enzymstabiliteit. Preincubatie 
werd ook uitgevoerd met verschillende ionen, mercaptoethanol en enige andere 
stoffen. In tabel 6 zijn de resultaten weergegeven. Daaruit blijkt dat ATP reeds bij 
0,5 mM dT kinase kan beschermen tegen inactivering. Ook dT, sulfaat- en fosfaat-
ionen kunnen dT kinase stabiliseren. Een NaCl oplossing met dezelfde ionen-
sterkte als de fosfaat- en sulfaatoplossing vertoont geen enkele invloed. Hieruit 
blijkt dat de ionensterkte van de oplossing als zodanig geen belangrijke rol speelt 




Ь f feet van buffer en pH op dT kinase activiteit 
χ к 0,1 M succinaat NaOH buffer, О— 
collidine HCl buffer 
Effects of buffer and pH on dT kinase activity 
» ж 0,1 M succinate NaOH buffer, O— 
collidine HCl buffer 
-О 0,1 M Tris HCl buffer, · - - · 0,1 M 
-о 0,1 M Tris HCl buffer, · - -•0,1 M 
staat is thiolgroepen in het enzym te beschermen. Zijn effect op de enzymstabih-
teit is echter te verwaarlozen 
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Fig. 14. 
Effect van de concentratie van MgCl2 op dT kinase activiteit. 
Effect of the concentration of MgClz on dT kinase activity. 
d. De invloed van enige buffers, pH en enige kationen op de dT kinase activiteit 
De invloed van de pH werd nagegaan met behulp van succinaat-NaOH, collidi-
ne-HCl en Tris HCl buffers. De resultaten zijn in figuur 13 weergegeven. Met Tris 
HCl buffer was de enzymactiviteit over een pH traject van 7,8 tot 8,5 constant. 
Van dT kinase is reeds lang bekend dat het naast ATP als fosfaat donor een 
divalent kation nodig heeft voor zijn werking. Hiervoor werd Mg"" genomen. Om 
de optimale Mg* concentratie te bepalen werden aan het incubatiemengsel ver­
schillende MgCl2 concentraties toegevoegd (fig. 14). Ook zonder toevoeging van 
MgCl2 werd reeds enzymactiviteit gemeten. Deze activiteit was echter 1/3 van de 
activiteit die gevonden werd indien 2,5-10 mM MgCl2 aanwezig was. Van de 
diverse geteste divalente kationen kon alleen МпСІг het MgC^ vervangen. Er 
moest dan evenals bij MgCl2 2,5-10 mM МпСІ2 worden gebruikt. Ferro ionen 
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hadden een sterk remmend effect. Meer gegevens hierover vindt men terug in 
hoofdstuk VII. 
Bij het samenstellen van het optimale incubatiemengsel werden 10 mM MgClj 
en 0,2 M Tris HCl buffer pH 7.8 gebruikt. 
e. De invloed van invriezen en ontdooien 
Vooral bij inleidende experimenten werd waargenomen, dat extracten die vol­
gens standaard methode ( 1 gewichtsdeel lever op 2 gewichtsdelen 0,2 M Tris HCl 
buffer) werden verkregen bij invriezen en ontdooien geen verlies aan enzym­
activiteit te zien gaven. Werden deze extracten echter verdund dan werd na invrie­
zen en ontdooien geen enzymactiviteit meer teruggevonden. Deze inactivering kan 
worden tegengegaan door toevoeging van 8 mM ATP, 80 μΜ dT of 80 mM 
Na2 SO4 aan de buffer waarmee de verdunning wordt uitgevoerd. 
Dat het onverdunde extract bij invriezen en ontdooien geen inactivering ver­
toont moet waarschijnlijk te wijten zijn aan de aanwezigheid van stabiliserende 
factoren. Deze factoren moeten van laagmoleculaire aard zijn omdat extract van 
regenererende rattelever na dialyse gedurende 24 uur bij 40C tegen aqua dest. een 
90% verlies aan enzymactiviteit vertoont. Een ander argument dat de stabilisering 
te wijten moet zijn aan laagmoleculaire stoffen kan gezien worden in het feit, dat 
verdunning met de supernatant van een gedurende 5 minuten gekookt geconcen­
treerd extract van regenererende rattelever het enzym tegen inactivering door 
invriezen en ontdooien behoedt. 
Met gekookt extract van normale rattelever werden dezelfde resultaten verkre­
gen. Dit wijst erop dat de stabiliserende factor(en) niet specifiek is (zijn) voor 
extract van regenererende rattelever en dat daarom gedacht moet worden aan 
stoffen zoals endogeen aanwezig ATP, dT en anorganisch fosfaat. 
3. Discussie en conclusie 
Uit experimenten betreffende de localisatie blijkt dat dT kinase in regenere­
rende rattelever van 48 uur na de operatie voor ongeveer 70% in de partikelvrije 
supernatant voorkomt. Het is echter op een eenvoudige manier uit de celpartikels 
te extraheren, waardoor het mogelijk is om zonder allerlei bewerkingen van het 
leverweefsel dT kinase tijdens de regeneratie te bepalen. De lineariteit die gevon­
den wordt tussen de enzymconcentratie en de enzymactiviteit duidt erop dat de 
activiteit een goede maat is voor de hoeveelheid enzym. 
Wat de optimale testomstandigheden betreft wijken deze niet veel af van die 
voor thymidine kinase uit ander biologisch materiaal. Het pH optimum van 
7,8-8,0 is eveneens beschreven bij Ehrlich ascites tumor cellen (Weissman en 
medewerkers, 1960), Novikoff- en MDAB-hepatoma, Walker carcinosarcoma 
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(Bresnick en medewerkers, 1965) en Escherichia coli (Okazaki en Komberg, 
1964). Het ATP en MgCl2 worden meestal in equivalente of 2 : 1 verhoudingen 
gebruikt, waarbij de concentraties van het ATP uiteen kunnen lopen van 20 
(Wanka en medewerkers, 1964) tot 5 mM (Klemperer en medewerkers, 1968). De 
door ons gebruikte thymidine concentratie van 28,3 μΜ ligt ver boven de K
m
 van 
dT kinase, die in de orde van 1 tot 2 μΜ ligt (Hoofdstuk VII). De korte half­
waarde tijd die voor dT kinase in ruwe extracten wordt gevonden heeft voor de 
bepaling van dT kinase geen betekenis. Uit onze experimenten is namelijk geble­
ken dat het ATP verantwoordelijk is voor de stabiliteit van dT kinase tijdens de 
incubatie. Op grond van alle bovengenoemde onderzoekingen is de samenstelling 
van het standaard incubatiemedium vastgesteld; dit is ook voor de bepaling van de 
dT kinase activiteit tijdens de regeneratie geschikt. 
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HOOFDSTUK VI 
VERANDERINGEN VAN DE THYMIDINE KINASE ACTIVITEIT 
GEDURENDE DE REGENERATIE VAN RATTELEVER 
1. Inleiding 
Wanneer ratten worden onderworpen aan partiële hepatectomie gaat het over-
blijvende leverweefsel snel uitgroeien. Binnen 14 dagen wordt bijna de oorspron-
kelijke grootte van de lever weer bereikt (zie overzichtsartikel Bücher, 1963). 
Gedurende deze regeneratie wordt de synthese-snelheid van het DNA, die erg laag 
is in normale rattelever, sterk verhoogd (Hecht en Potter, 1956). Hoe de regulatie 
van de DNA-synthese in regenererende rattelever plaatsvindt is evenmin als in 
andere zoogdiercellen duidelijk. Tijdens de regeneratie is echter een sterke toe-
name waargenomen van bepaalde enzymen, die betrokken zijn bij de synthese van 
de precursors van het DNA en speciaal die van het dTTP (Maley en Maley, 1960; 
Bollum en Potter, 1958; Fausto en Van Lancker, 1965). Dit is aanleiding geweest 
om te veronderstellen dat dergelijke enzymen een regulerende functie bezitten in 
het regeneratie-proces in casu de DNA-synthese. Bij een studie over de eventuele 
regulerende functie van thymidine kinase in de DNA-synthese tijdens de regene-
ratie zal zowel het verloop van de DNA-synthese als de enzymactiviteit worden 
bekeken. Tevens zal op de vraag worden ingegaan of er een kwantitatieve relatie 
bestaat tussen de gemeten dT kinase activiteit in vitro en de DNA-synthese activi-
teit in vivo. Vergelijking van deze waarden zou kunnen bijdragen tot een beter 
inzicht in het belang van dit enzym speciaal voor de regulatie van DNA-synthese. 
De gemeten verandering van de thymidine kinase activiteit gedurende de rege-
neratie moet volgens Bresnick en medewerkers (1967) toegeschreven worden aan 
een de novo synthese van het enzym. Bij de bestudering van de dT kinase activi-
teit gedurende de regeneratie werd door ons gevonden dat deze activiteit een 
maximum bereikte 36 uur na de operatie. Wij hebben nu verder onderzocht of de 
daarop volgende afname van de thymidine kinase activiteit gedurende de regene-
ratie te wijten moet zijn aan een volledig ophouden van de enzymsynthese en het 
nog alleen maar optreden van afbraak van het enzym, of dat er naast de afbraak 
nog een - zij het verminderde — synthese plaatsvindt. Dit werd nagegaan door 
ratten, 36 uur na de operatie, cycloheximide in te spuiten en daarna het verloop 
van de dT kinase activiteit na te gaan en deze te vergelijken met het verloop van 
de dT kinase activiteit bij ratten die niet met cycloheximide zijn ingespoten. 
In verband met de verandering van de dT kinase activiteit hebben wij tevens de 
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invloed van hydroxyureum op de toename van de thymidine kinase activiteit 
onderzocht. Young en Hodas (1964) hebben aangetoond dat hydroxyureum een 
goede remstof is voor de DNA-synthese — door de reductie van ribonucleotiden 
tot desoxyribonucleotiden te remmen (Elford, 1968) — zonder een invloed op de 
RNA- en proteïne synthese uit te oefenen. Eker ( 1968) heeft met humane lever-
cellen aangetoond dat de thymidine kinase activiteit sterk toenam indien deze 
cellen met hydroxyureum werden behandeld. Omdat stoffen als amethopterine en 
fluorodesoxyuridine, die de thymidylaatvorming via dUMP remmen, dezelfde wer-
king vertoonden, veronderstelt Eker dat het enzym thymidine kinase gerepres-
seerd kan worden door de gefosforyleerde producten van het thymidine. De pool 
aan endogene thymidine fosfaten zou dan de synthese van dT kinase bepalen. Wij 
zijn nu eveneens nagegaan of hydroxyureum invloed heeft op de dT kinase activi-
teit in regenererende rattelever. 
2. Resultaten 
a. De inbouw van 3-dT in het DNA van regenererende rattelever 
Bij de bestudering van het verloop van de DNA-synthese tijdens de regeneratie 
werden ratten 1 uur voor het doden met 1 ml 3H-dT (50 μ€) oplossing intra-
veneus ingespoten. De hoeveelheid thymidine die in dat uur is ingebouwd per μg 
DNA wordt als een maat voor de snelheid van de DNA-synthese gebruikt 
(fig.lóA). Deze methode die vrij algemeen wordt toegepast (Chang en Loony, 
1965; Tidwell, Alfrey en Mirsky, 1968) hebben wij in ons onderzoek ook ge-
bruikt. Het is echter wel noodzakelijk om na te gaan of de gemeten radioactiviteit 
ook inderdaad afkomstig is van DNA. Dit werd onderzocht bij een rat die 47 uur 
na de operatie met 1 ml 3H-dT oplossing (50 μΟ werd ingespoten en een uur later 
gedood. Na uitprepareren, homogeniseren en voorextraheren van het leverweefsel, 
zoals in hoofdstuk II onder G is beschreven, werd de invloed van de hydrolysetijd 
op zowel de extractie van het DNA als het vrijkomen van 3H-dT onderzocht. In 
figuur 15 zijn de resultaten van een dergelijk experiment weergegeven. Er blijkt nu 
dat de specifieke activiteit van de hydrolyse-producten van het DNA uitgedrukt in 
c.p.m. per μ% hydrolysaat constant blijft gedurende de hydrolyse, hetgeen erop 
wijst dat de radioactiviteit inderdaad in het DNA werd ingebouwd. Analoge resul­
taten werden verkregen met ratten die op 19 of 39 uur na de operatie met 1 ml 







De afhankelijkheid van het vrijkomen van H-dT en de DNA bepaling van de extractieduur bij 
70oC 
Op 47 uur na de operatie werd een rat met 1 ml H-dT oplossing (50 μ£) intraveneus ingespo­
ten en een uur daarna gedood De lever werd gehomogeniseerd in aqua dest ( 1 gram lever op 4 
ml) Aan vier maal 0,6 ml homogenaat werden voorextracties en hydrolyse van het residu 
gedurende respectievelijk 10, 20, 40 en 60 minuten in 5 ml 0,5 N PCA bij 70 С uitgevoerd 
DNA/ml hydrolysaat (» x) en с ρ m /jUg DNA (• •) werden bepaald zoals in hoofd­
stuk II onder G is beschreven 
The dependence of the release of H-dT and DNA determination on the extraction time at 
70 oC 
A rat was injected 47 hours after partial hepatectomy with 1 ml 3H-dT solution (50 jUC) and 
killed one hour thereafter Liver was homogenized in distilled water (1 gram per 4 ml) The 
residue obtained from four ahquots of 0 6 ml homogenate was preextracted and hydrolysed m 
5 ml 0 5 N PCA at 70 oC for 10, 20, 40 and 60 minutes respectively, as described by Wanka 
(1962) and Thiadens (1966) DNA/ml hydrolysate (x x) was measured with the use of the 
diphenylamine reagent Radioactivity of the hydrolysate was measured with a Packard Liquid 
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2U 36 ¿.θ 
hours after operation 
Fig 16. 
Verandering van de activiteit van dT kinase (В) en de incorporatie van H-dT in het DNA (A) 
tijdens de regeneratie van rattelever 
De dT kinase activiteit en DNA-synthese werden gemeten zoals beschreven onder methoden De 
standaardafwijking en het aantal dieren zyn bij elk tijdstip weergegeven. 
Changes of dT kinase activity (В) and incorporation of 3H-dT m DNA (A) during regeneration 
of rat liver 
dT kinase activity was measured under standard conditions and incorporation of 3H-dT was 
determined as dT incorporated jug DNA after preextractmg and hydrolysing for 40 minutes at 
70 С rat liver homogenate as described under figure 15. The standard deviations are presented 
at each time along with the number of animals (in parentheses). 
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b. Thymidine kinase activiteit gedurende de regeneratie 
In figuur 16 is v/eergegeven hoe van 16 tot 48 uur na de toepassing van partiële 
hepatectomie de inbouw van 3H-dT in het DNA (fig.l6A) en de thymidine kinase 
activiteit per mg eiwit (fig.lóB) veranderde. De snelheid waarmee 3H-dT in het 
DNA werd geïncorporeerd bereikte rond 24 uur een maximum, nam daarna af om 
opnieuw op 40 uur een tweede maximum te bereiken. De thymidine kinase activi-
teit neemt tegelijkertijd met het begin van de DNA-synthese tussen 16 en 20 uur 
toe, blijft ook tussen 24 en 32 uur stijgen, ondanks het feit dat de inbouw van 
3H-dT in het DNA in deze fase vermindert en bereikt rond 36 uur een maximum. 
De thymidine kinase activiteit werd bepaald van extracten waarvan het proteïne-
gehalte varieerde tussen 60-80 mg/gram lever. 
Het is nu mogelijk om op grond van de specifieke activiteit van de thymidine 
kinase gedurende de regeneratie vast te stellen de hoeveelheid dTMP die door 1 
gram leverweefsel zou kunnen worden gevormd. Zo is 1 gram leverweefsel op het 
tijdstip 32 uur na de operatie in staat 25,6 nmolen dT per minuut te fosforyleren, 
hetgeen overeenkomt met de vorming van 6,2 μ% dTMP. Op het tijdstip 36 uur na 
de operatie kan door 1 gram leverweefsel 28,6 nmolen dTMP per minuut worden 
gevormd hetgeen overeenkomt met 7,0 μ§ dTMP. 
Op de betekenis van deze gegevens zal in de discussie worden teruggekomen. 
с De invloed van cycloheximide op de thymidine kinase activiteit 
Van de dertien ratten die werden geopereerd, werden er vier na 36 uur gedood, 
vier werden op dit tijdstip met г ml 0,9% NaCl oplossing en vijf met 10 mg cyclohe­
ximide ingespoten. De laatste negen dieren werden 40 uur na de operatie gedood. 
Trakatellis en medewerkers (1965) vonden dat injectie van 4 mg cyclohexi­
mide per 100 gram lichaamsgewicht bij muizen de proteïne-synthese voor 90-95% 
remde. De remming van de proteïne-synthese werd in bovenomschreven experi-
ment nagegaan door 20 minuten voor het doden twee met cycloheximide behan-
delde en twee onbehandelde dieren 3H-leucine (25 μΟ in te spuiten en na het 
doden de inbouw van 3H-leucine in het eiwit te vergelijken. De resultaten van de 
cycloheximide behandeling op de enzymactiviteit en de proteïne-synthese zijn in 
tabel 7 weergegeven. 
Uit tabel 7 blijkt dat de proteïne-synthese voor meer dan 90% geremd is en dat 
de dT kinase activiteit sterk verlaagd is ten opzichte van de dieren die alleen maar 
een injectie met 0,9% NaCl oplossing hadden gekregen. 
Het effect van cycloheximide op de dT kinase activiteit in vitro werd eveneens 
onderzocht. De dT kinase activiteit in de extracten werd niet beïnvloed, zelfs niet 
wanneer een twee maal hogere cycloheximide concentratie dan voor de in vivo 
experimenten werd gebruikt. 
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Tabel 7 
Invloed van inspuiting van cycloheximide op de dT kinase activiteit van extracten en op de 
eiwitsynthese 
20 minuten voor het doden werd 'Λ ml 3H-leucme oplossing (25 ДС) in 0,9% NaCl ingespoten 
bij twee ratten die reeds met respectievelijk fysiologisch zout en cycloheximide waren behan­
deld Thymidine kinase activiteit werd bepaald zoals beschreven in methoden Protemesynthese 
werd gemeten aan de inbouw van H-Iejcine uitgedrukt als с ρ m /mg proteine 
Effect of cycloheximide injection upon dT kinase activity of extracts and upon protein syn-
fliesis 
20 minutes before killing Уг ml 3H-leucine solution (25 jUC) in saline was injected into two rats, 
which had already been treated with salme and cycloheximide respectively Thymidine kinase 
activity was determined under standard conditions Protein synthesis was measured through the 















At 36 hours 'Λ ml saline 
was injected intrapentone-
ally 
At 36 hours 10 mg cyclo­









493 9 ± 106 
427 9 ±123 
126 3 ± 8 9 
Incorporation 
of 3 H leucme 






d De invloed van hydroxyureum op de inbouw van 3H-dT in het DNA en de 
thymidine kinase activiteit 
Acht ratten werden aan partiele hepatectomie onderworpen Zij werden alle op 
het tijdstip 23 uur na de operatie met 1 ml 3 H-dT oplossing (50 μ(Γ) intraveneus 
ingespoten Vier van deze ratten werden op het tijdstip 20 en 22 uur na de 
operatie met 50 mg hydroxyureum intrapentonaal ingespoten, terwijl de overige 
vier op gelijke wijze met een 0,9% NaCl oplossing werden behandeld Van de 
uitgeprepareerde levers werden de inbouw van 3 H-dT in het DNA en de thymidine 
kinase activiteit bepaald 
Tabel 8 laat zien dat er een sterk verminderde inbouw van 3 H-dT in het DNA 
plaatsvindt bij de met hydroxyureum behandelde dieren vergeleken met de dieren 
die slechts een injectie met 0,9% NaCl oplossing hadden gekregen Dit wijst erop 
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Tabel 8 
De invloed van hydroxyureum op dT kinase activiteit en de DNA-synthese 
dT kinase activiteit en DNA-synthese werden 24 uur na de operatie bepaald zoals beschreven 
onder methoden 
Effect of hydroxyurea upon dT kinase activity and DNA synthesis 
dT kinase activity and DNA synthesis were determined under standard conditions 24 hours 














At 20 and 22 
hours 1 ml saline 
i n t r a p e n t o n e -
ally. 




At 20 and 22 
hours 50 mg 
hydroxyurea in 
1 ml saline intra-
pentoneally. 






ρ moles dT 
phosphorylated 
/imn/mg protein 
250 ± 3 0 
238 ± 2 0 
Incorporation 
of 3H-dT 
с p.m /Mg DNA 
62.4 ± 3 8 
3.8 ±0.6 
dat hydroxyureum m deze concentratie ook inderdaad werkzaam is. Veigelijking 
van de dT kinase activiteit van de extracten van de behandelde en onbehandelde 
dieren laat tevens zien dat er geen significant verschil in enzymactiviteit optreedt. 
Tevens werd vastgesteld dat injectie van hydroxyureum op latere tijdstippen 
bijv. 28 of 32 uur na de operatie niet zulke grote effecten op de inbouw van het 
3H-dT in het DNA vertoonde, maar dat ook geen enkel effect op de dT kinase 
activiteit kon worden waargenomen. 
Discussie en conclusie 
De DNA-synthese in eukaryotische cellen vindt plaats gedurende een vrij korte 
periode van de ontwikkelmgscyclus, de zogenaamde S-fasc (Howard en Pele, 
58 
1951) Onderzoek betreffende de regulatie van de DNA-synthese is de laatste 
jaren vooral gericht geweest op de enzymen die betrokken zijn bij de biosynthese 
van specifieke precursors van het DNA, in het bijzonder het dTTP 
Dergelijk onderzoek is vooral verricht aan synchroon groeiende culturen van 
zowel plantaardige als dierlijke oorsprong (Brent en medewerkers, 1965, Mitter-
mayer en medewerkers, 1968, Johnson en Schmidt, 1966, Wanka en Poels, 1969) 
In dit verband werd ook de verandering van de thymidine kinase activiteit en het 
verloop van de DNA-synthese gedurende de regeneratie van rattelever onderzocht. 
Met behulp van de inbouw van 3 H-dT in het DNA werd de verandering in de 
synthesesnelheid van het DNA gedurende de regeneratie nagegaan Of deze 
inbouw een juiste maat is om veranderingen in de DNA-synthese te onderzoeken 
is vooral afhankelijk van de grootte van de endogene pool aan dT en gefosfory-
leerde dT verbindingen in de regenererende rattelever Dat deze methode toch 
geen slechte benadering is om de DNA-synthese te bestuderen blijkt uit het feit 
dat onze waarnemingen goed overeenstemmen met de autoradiografische gegevens 
die Fabrikant (1967) over de regeneratie van rattelever heeft verzameld. Fabrikant 
vindt namelijk op het tijdstip 24 tot 28 uur na de operatie het grootste aantal 
cellen in S-fase. Dit aantal neemt daarna geleidelijk af om vervolgens tussen 36 en 
40 uur weer een maximum te bereiken. Tevens werden rond 33 en 50 uur na de 
operatie de meeste mitosen waargenomen. Op grond van de parallelliteit tussen 
onze gegevens en die van Fabrikant mag men met enige zekerheid aannemen dat 
de verminderde inbouw van 3H-dT in het DNA een verminderde DNA-synthese 
voorstelt 
Wat de verandering van de thymidine kinase activiteit gedurende de regeneratie 
en haar katalytische capaciteit betreft kan het volgende worden opgemerkt. 
Uit experimenten met regenererende rattelever blijkt dat de thymidine kinase 
activiteit het hoogst is 36 uur na de operatie De DNA-synthese vertoont zowel op 
24 als 40 uur na de operatie een maximum In de periode van 24 tot 36 uur na 
partiele hepatectomie gaat een verlaging van de DNA-synthese met gepaard met 
een verlaging van de thymidine kinase activiteit Men zou hieruit moeten conclu-
deren dat de vermindering van de DNA-synthese niet veroorzaakt wordt door een 
vermindering van de hoeveelheid enzym. 
Johnson en Schmidt (1966) hebben bij synchrone Chlorellaculturen de veran-
dering van de dTMP kinase activiteit gedurende de celcyclus onderzocht en komen 
tot de conclusie dat dit enzym de DNA-synthese kan reguleren door de vorming 
van dTTP te limiteren Wanka en Poels (1969) hebben deze conclusie in twijfel 
getrokken en stellen dat zulk een redenering alleen gerechtvaardigd is, als er een 
redelijk constante ratio bestaat tussen het enzym en de snelheid waarmee de 
DNA-synthese gedurende de levenscyclus plaatsvindt. 
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Indien de hoeveelheid thymidine kinase nu alleen de limiterende tactor zou 
zijn voor de productie van dTTP dan zou de vorming van dTMP gekatalyseerd 
door thymidine kinase, in een redelijke relatie moeten staan met de hoeveelheid 
dTTP die nodig is voor de synthese van het DNA De levers die in onze experimen­
ten werden gebruikt hadden een gewicht van 7-8 gram en bezaten 14-16 mg DNA 
Indien bij de operatie nu 2/3 deel van de lever werd weggenomen dan zou voor 
een 100% herstel ongeveer 10 mg DNA moeten worden gesynthetiseerd De ge­
middelde snelheid waarmee 1 giam leverweefscl tussen 32 en 36 uur na de opera­
tie dT zou kunnen fosforyleren bedraagt 6 6 Mg per minuut, of 4 χ 60 χ 6,6 = 
1,58 mg per 4 uur Dit betekent dat voor de vorming van dTTP 1,58 mg dTMP 
aanwezig zou kunnen zijn Bij een thymidine gehalte van 25'/ m het gevormde 
DNA komt dit overeen met 6,3 mg DNA 
Indien men bovenomschreven berekening zou uitvoeren voor de tijdsduur van 
16 tot 18 uur na de operatie, dan komt men tot een hoeveelheid dT die gefosfory-
leerd kan worden door I gram leverweefscl van 10,7 mg Dit zou voldoende zijn 
voor 42,8 mg DNA 
Op grond van deze berekening blijkt, dat de aanwezige hoeveelheid enzym de 
benodigde hoeveelheid ver overtreft Wil men aan dit enzym dan toch nog een 
regulerende rol toekennen in de DNA-synthese via de productie van dTTP dan zal 
men naar allerlei mechanismen moeten zoeken die de enzymactiviieit kunnen 
beïnvloeden zoals de hoeveelheden dT, ATP of Mg2+ die m het weefsel aanwezig 
zijn, en verplaatst men de regulerende rol van dit enzym naar deze factoren 
Daarnaast hebben Kim en medewerkers (1968) bij gesynchroniseerde HeLa cellen 
in weefselkweek met een remmer soor de proteïne-synthese — het cycloheximide 
— aangetoond, dat voor de DNA-synthese synthese van eiwit nodig is Indien 
tijdens de S-fase met dit cycloheximide de DNA-synthese tot 95% werd geremd en 
tegelijkertijd de dT kinase activiteit werd onderzocht, dan bleek dat deze laatste 
bijna onveranderd was gebleven, hetgeen een sterke aanwijzing is dat er geen 
causaal verband bestaat tussen dit enzym en de DNA-synthese 
Wat de verandering van de dT kinase activiteit gedurende de regeneratie betreft 
toont ons experiment met cycloheximide aan dat de activiteit van het enzym 
sterk afneemt Het ophouden van de enzym-synthese alleen is niet de oorzaak van 
het teruglopen van de enzymactiviteit In dat geval zou na cycloheximide-behan-
delmg een enzymactiviteit moeten worden teruggevonden die overeenkomt met 
de enzym activiteit zoals die onder normale omstandigheden ook wordt gevonden 
De meest voor de hand liggende conclusie is, dat het enzym in vivo een grote 
turn-over heeft en dat de enzym-synthese 36 uur na de operatie met onmiddellijk 
ophoudt De gevonden verandering in enzymactiviteit tijdens de regeneratie zal 
dus de som zijn van zowel enzym-synthese als -afbraak 
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Het experiment met hydroxyureum toont aan dat een mechanisme voor de 
synthese van het thymidine kinase zoals dat in humane levercellen zou bestaan 
(Eker, 1968) niet werkzaam is in regenererende rattelever. Bûcher en medewer-
kers hebben trouwens (1969) aangetoond, dat tijdens de regeneratie van rattelever 
de endogene pool aan dTTP toeneemt ten opzichte van normale rattelever. Men 
zou op grond van de gegevens van Eker juist in normale rattelever een hogere 
thymidine kinase activiteit moeten vinden dan in de regenererende. 
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HOOFDSTUK VII 
ZUIVERING EN NADERE KARAKTERISERING 
VAN THYMIDINE KINASE UIT REGENERERENDE RATTELEVER 
1 Inleiding 
Uit in vitro onderzoek van thymidine kinase uit Escherichia coli (Okazaki en 
Kornberg, 1964, Iwatsuki en Okazaki, 1967) en dierlijke tumorcellen (Bresnick en 
medewerkers, 1967) is gebleken dat de regulatie van de fosforylermg van het 
thymidine niet alleen door de de novo synthese van het enzym tot stand behoeft 
te komen, maar dat de hoeveelheid enzym of enzymactiviteit op zich ook door 
andere factoren beïnvloed kan worden Zo zijn dT en dTTP in staat het enzym 
respectievelijk te stabiliseren en te remmen 
Het leek interessant om na te gaan of soortgelijke mechanismen ook bij thymi-
dine kinase uit regenererende rattelever voorkomen 
Om nadere informatie over het enzym te verkrijgen werden de Km's voor het 
ATP en thymidine bepaald Dit kan echter alleen uitgevoerd worden aan een 
enzympreparaat dat geen voor de bepaling van deze karakteristieken storende 
componenten bevat Daarom werd het enzym gezuiverd Bij de beschrijving van de 
eigenschappen van thymidine kinase in ruwe extracten is gebleken dat het enzym 
erg thermolabiel is, terwijl bij inleidende experimenten voor de zuivering vast 
kwam te staan dat toepassing van kolomchromatografie, zowel met Sephadex als 
met lonenuitwisselaars, groot verlies aan enzymactiviteit te zien gaf Er werd 
tenslotte een zuiveringsprocedure uitgewerkt waarmee echter slechts een matige 
zuivering kon worden verkregen De specilieke enzymactiviteit in het uiteindelijk 
preparaat was slechts 80-90 maal hoger dan die van het uitgangshomogenaat, maar 
dit preparaat was wel vrij van enzymen die dT, dTMP of ATP kunnen afbreken, 
waardoor een nadere karakterisering van het enzym toch mogelijk werd 
Bij de reactie die door thymidine kinase wordt gekatalyseerd, dient ATP als de 
fosfaat donor en Mg2+ als activerend metaalion Kornberg en Okazaki (1964) 
ontdekten dat het ATP bij dT kinase uit Escherichia coli zowel door GTP, CTP en 
ITP als door dATP, dGTP en dCTP, en het Mg2+ door Mn2+ vervangen konden 
worden Ook wat deze eigenschappen betreft zal dT kinase uit regenererende 
rattelever worden onderzocht 
Bresnick en medewerkers (1965) hebben de stabiliteit van dT kinase bij 60oC 
onderzocht en vonden dat thymidine het enzym goed stabiliseerde In dit hoofd-
stuk zal deze stabilisatie van dT kinase eveneens worden toegelicht, terwijl tevens 
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zal worden nagegaan of en in welke concentratie ook andere stoffen deze stabili­
satie tot stand kunnen brengen. 
In het laatste gedeelte van dit hoofdstuk is in analogie met de experimenten van 
Bresnick en medewerkers (1966) en Iwatsuki en Okazaki (1967) nagegaan of het 
molecuulgewicht van het thymidine kinase > 600.000 is bij lage ionensterkte en 






elution volume (ml ) 
Fig.17 
Chromatografie over een Sephadex G-200 kolom (50 χ 4 cm) van 20 ml Fractie VI (tabel 9) De 
elutie werd bij 4 0C uitgevoerd met 0,05 M Tris HCl buffer pH 7,8 + 1 mM ATP + 2 тМ 
mercaptoethanol, fracties van 12,5 ml werden verzameld. De extinctie werd gemeten bij 280 
nm (O o). De dT kinase activiteit (x к) werd bepaald onder standaard condities, 
zoals in de methoden is beschreven. 
Chromatography on a Sephadex G 200 column (50 χ 4 cm) of 20 ml Fraction IV (see table 9). 
The elution was earned out at 40C with 0 05 M Tns HCl buffer pH 7 8 + 1 mM ATP + 2 mM 
mercaptoethanol and fractions of 12.5 ml were collected. The extinction was measured at 280 




Samenvatting van een representatieve zuivering van dT kinase uit regenererende rattelever 36-40 
uren na de operatie. 
Summary of a representative purification of dT kinase from regenerating rat liver 36-40 hours 
after the operation. 
Fraction 
I. Homogenate 
II. Sup. 100,000 g 
III. 60oC treatment 
with ATP 
IV. Ammonium sulphate 
precipitation 
V. Sephadex G-200 
gel filtration 













































dT kinase werd gezuiverd uit extracten van regenererende rattelever 36-40 uur 
na de operatie omdat in deze extracten de maximale opbrengst aan thymidine 
kinase mag worden verwacht (fig. 16). 
Zeven ratten werden geopereerd en 36-40 uur na de operatie gedood. De levers 
werden snel uitgeprepareerd en gehomogeniseerd in 0,05 M Tris HCl buffer pH 
7,8 (1 gewichtsdeel lever op ongeveer 2 volumedelen buffer). Na centrifugatie van 
het homogenaat gedurende 1 uur bij 100.000 g werd aan de verkregen supernatant 
een gelijk volume 0,05 M Tris HCl buffer met daarin 10 mM ATP toegevoegd. 
Deze oplossing werd 3 à 4 minuten verhit op 60°C. Na afcentrifugeren van het 
onoplosbaar materiaal werd de supernatant op 40% ammoniumsulfaat verzadiging 
gebracht. Het neerslag wordt door 20 minuten centrifugeren bij 100.000 g ver-
zameld en opgelost in 0,05 M Tris HCl buffer pH 7,8 die 5 mM ATP en 2 mM 
mercaptoethanol bevatte. Dit enzympreparaat werd verder gezuiverd door filtratie 
over een Sephadex G 200 kolom. De kolom werd hierbij van tevoren reeds met 1 
mM ATP in 0,05 M Tris HCl buffer verzadigd. De twee fracties met de hoogste 
thymidine kinase activiteit werden verzameld (fig. 17) en tenslotte op 40% ammo-
niumsulfaat verzadiging gebracht. Dit laatste neerslag werd opgenomen in 0,01 M 
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ATPADP dTMP dT 
Fig. 18. 
UV contact afdruk en een c.p.m. registratie van een chromatogram met 2- l4C-dT als fosfaat-
acceptor en S-^C-ATP als fosfaatdonor. 
0,2 ml van het reactiemengsel (zie tabel 10, A) werd met 0,3 mg ongelabeld ATP, AD?, dTMP 
en dT van ieder gechromatografeerd in het isoboterzuur systeem. Pijl geeft de startvlek aan. 
UV contact photoprint and c.p.m. registration of a chromatogram with 2- l4C-dT as phosphate 
acceptor and 8- C-ATP as phosphate donor. 
0.2 ml of the reaction mixture (see table 10, A) was chromatographed with 0.3 mg unlabelled 
ATP, ADP, dTMP and dT each in the isobutyric acid system. The arrow indicates the origin. 
Tris HCl buffer pH 7,8 zonder en met 1 mM ATP. In sommige gevallen werd het 
ATP vervangen door 0,1 mM dT. Deze toevoeging van ATP of dT was noodzake-
lijk om het enzym bij invriezen tegen inactivering te beschermen. Hierdoor was 
het preparaat minstens 3 weken houdbaar zonder merkbaar verlies aan enzym-
activiteit. In tabel 9 is een samenvatting weergegeven van de resultaten die met 
een dergelijke zuiveringsprocedure worden verkregen. 
De opbrengst aan enzymactiviteit varieerde van 10-20%. De specifieke activiteit 
van een volgens dit procédé bereid enzympreparaat bedroeg bijvoorbeeld 12,9 
nmolen dT gefosforyleerd/min/mg proteïne, wat neerkomt op 83-voudige zuive-
ring. 
b. Zuiverheid van het enzympreparaat 
Om na te gaan of het uiteindelijke enzympreparaat vrij is van enzymen naast 
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Tabel 10 
Stoichiometrie van de reactie met ATP als fosfaatdonor 
Het reactiemengsel bevatte 80 nmolen Tns HCl buffer pH 7,8, 102,8 nmolen dT (0,05 juC 
2-14C-TdR), 505 nmolen ATP (0,05 μ£ 8-14C-ATP), 1 /imol MgCl2 en 70 jUg proteine van het 
gezuiverde enzympreparaat in een totaal volume van 0,4 ml Incubatie werd uitgevoerd bij 
37 С. Вц В is dT weggelaten. De reactie werd gestopt door toevoeging van 0,4 ml methanol 0,4 
ml van de supernatant werd gechromatografeerd zoals in fig. 18 is aangegeven. 
Stoichiometry of the reaction with ATP as phosphate donor. 
The reaction mixture contamed 80 nmoles Tns HCl buffer pH 7.8, 102 8 nmoles dT (0 05 ßC 
2-14C-dT), 505 nmoles ATP (0 05 MC 8-14C-ATP), 1 /mole MgCl2 and 70 JUg of fraction VI in 
a total volume of 0 4 ml. Incubation was carried out at 37 С The reaction was stopped by 






































de thymidine kinase die ADP kunnen vormen uit ATP, werd de stochiometrie 
van de reactie met ATP als fosfaat donor onderzocht. Aan 0,3 ml substraat dat 
naast 14C-dT ook l4C-ATP en MgCl2 bevatte werd 0,1 ml van het gezuiverde 
enzympreparaat toegevoegd; gedurende 1 uur werd geincubeerd bij 37°С Na het 
stoppen van de reactie werden de reactieproducten gescheiden via chromatografie 
in het isoboterzuur systeem (fig. 18). De kwantitatieve gegevens van een dergelijk 
experiment zijn in tabel 10 (reactie A) weergegeven en wijzen erop dat de hoeveel­
heid ATP die verdween goed overeenkwam met de hoeveelheid dTMP die gevormd 
werd. Ook waren de ΔΑΤΡ en AdT nagenoeg gelijk. Tevens zijn in tabel 10 
(reactie B) de resultaten te zien, die werden verkregen indien dT uit het incubatie-
mengsel werd weggelaten. Er trad dan geen vorming van ADP of afbraak van ATP 
op, hetgeen erop wijst dat het gezuiverde preparaat geen ATPase activiteit bevatte. 
Fosforylering en defosforylering van dTMP bleken in afzonderlijke experimenten 
eveneens niet op te treden. Dit werd getest door aan 50 μΐ gezuiverd extract 50 μΐ 
2-14C-dTMP (23,0 μΜ) substraatoplossing zonder (voor de bepaling van de dTMP 
fosfatase) en met 20 mM ATP en 10 mM MgCl2 (voor de bepaling van de dTMP 
kinase) toe te voegen. Na 30 minuten incubatie bij 370C kon in beide gevallen by 
chromatografie van de reactieproducten in het isoboterzuursysteem geen dT of 
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Tabel 11 
Specificiteit van de fosfaatdonor 
100 μΐ incubatiemengsels bevatten 17,5 μ% proteïne van het gezuiverde enzympreparaat (fractie 
VI, tabel 9), 2,5 mM MgCl2> 28,3 μΜ dT (0,05 ßC 2- ,4C-dT) en nucleoside-of desoxynucleo-
side trifosfaten in een concentratie van 5 mM De vorming van dTMP werd na 5 minuten 
mcubatie bij 37 С bepaald 
Specificity of the phosphate donor. 
100 μΐ incubation mixtures contamed 17 5 jug protein of purified enzyme preparation (fraction 
VI, table 9), 2 5 mM MgCl2, 28 3 μΜ dT (0 05 JUC 2-14C-dT)) nucleoside- and deoxynucleoside 


































dTDP worden aangetroffen. 
Bij alle hierboven genoemde experimenten werd ook geen thymine vorming 
gevonden, indien de reactieproducten in het ethylacetaat systeem werden gechro-
matografeerd. De conclusie lijkt dus gerechtvaardigd dat het enzympreparaat 
eveneens vrij is van dTMP defosforylerende, fosforylerende en dT afbrekende 
enzymen. 
с Specificiteit van de fosfaatdonor 
Aan 25 μΐ gezuiverd enzympreparaat, dat opgenomen is in 0,01 M Tris HCl 
buffer met 0,1 mM dT werden 50 μΐ van een oplossing toegevoegd die naast 9,4 
μΜ 2-14C-dT, nog 5,0 mM MgCl2 bevatte. Dit mengsel werd tot 0,1 ml aangevuld 
door toevoeging van 25 μΐ 0,2 M Tris buffer met daarin verschillende nucleoside-
en desoxynucleoside trifosfaten. Daarna werd er een incubatie van 5 minuten 
uitgevoerd. De resultaten van dergelijke experimenten staan in tabel 11 vermeld. 
Van de geteste nucleoside- en desoxynucleoside trifosfaten was naast ATP alleen 
het dATP actief. Ook difosfaten zoals ADP, CDP en GDP werden getest, maar zij 
waren geen van alle in staat het ATP of dATP te vervangen. Toevoeging van 10 
mM van de als Ρ donor inactieve nucleoside- en desoxynucleoside trifosfaten aan 
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Tabel 12 
Specificiteit van het metaalion 
100 μΐ incubatiemengsel bevatten IS jug gezuiverd enzympreparaat (fractie VI, tabel 9), 28 3 
μΜ dT (0,05 μΟ, 10 mM ATP, 0,2 M Tris HCl buffer pH 7,8 en verschillende kationen Na 5 
minuten incuberen bij 37 С werd de hoeveelheid dTMP bepaald 
Specificity of metal ion 
100 ¡Δ incubation mixture contained 15 jug purified enzyme preparation (fraction VI, table 9), 
28 3 μΜ dT (0 05 μΟ, 10 mM ATP, 0 2 M Tris HCl buffer pH 7 8 and different cations After 5 













































een incubatiemengsel dat gezuiverd extract en bovenomschreven substraat met 5 
mM ATP bevatte, had geen enkel effect op de enzymactiviteit, echter dTTP remde 
sterk. 
d Specificiteit voor het substraat thymidine 
Van een aantal purine en pynmidine nucleosiden werden getest of zij in staat 
waren de overdracht van de fosfaatgroep van het ATP op het dT te remmen in 
aanwezigheid van thymidine kinase Alleen het desoxyundine had een remmend 
effect Toevoeging van 5 mM van de volgende stoffen had geen enkel effect 
(desoxy)cytidine, (desoxy)adenosine en (desoxy)guanosine 
e Specificiteit van het metaalion 
Uit tabel 12 blijkt dat thyr.adine kinase uit regenererende rattclever naast Mg2+ 
ook Mn2+ kan gebruiken als divalent kation Co2* is slechts voor 84%, Zn2 + voor 
50% en Ca2+ voor 20% effectief bij concentraties van 5 mM Sn2+ en Fe 2 + konden 
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Fig 19 
Invloed van de Mg concentratie op de reactiesnelheid bij verschillende ATP concentraties 
Incubatiemcngsels (100 μΐ) bevatten 0,2 M Tris HCl buffer, 17 jug gezuiverd enzym, 28,3 μΜ dT 
(0,05 MC Z-'^C-dT), 5 ( · · ) , 2,5 (^  k ) , 1,25 ( · - - · ) mM ATP en MgClz in 
concentraties zoals aangegeven in de figuur 
Effect of Mg2* concentration on the reaction rate at different ATP levels 
Incubation mixtures (100 μΐ) contained 0 2 M Tns HCl buffer pH 7 8, 17 \i% purified enzyme, 
28 3 μΜ dT (0 05 MC 2- C-dT), 5- ( · 
The concentration of MgClj was as indicated 
· ) , 2 5 ( ' -A) and 1 25 ( · " - · ) m M ATP 
Fig 20 
Invloed van de Mg concentratie op de reactiesnelheid bij verschillende dATP concentraties 
Het incubaticmengsel was samengesteld zoals onder figuur 19 is beschreven ATP is hierin 
vervangen door 1,25 (x κ) en 0,625 mM dATP (• •) 
Effect of Mg concentration on the reaction rate at different dATP levels 
The incubation mixture was composed as described under figure 19 but ATP was replaced by 
1 25 - (x x) and 0 625 mM dATP (• •) 
ƒ De invloed van Mg2+ concentratie op de dTMP vorming bij verschillende ATP 
en dA TP concentraties 
Bij de bepaling van de K
m
 voor het ATP en het dATP is het van belang te 
weten welke invloed de Mg2+ concentratie heeft op de reactiesnelheid Vandaar 
dat de vorming van dTMP door het gezuiverde extract werd bepaald bij hoge en 
lage ATP respectievelijk dATP concentraties in aanwezigheid van verschillende 
hoeveelheden Mg2+ 
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Uit fig. 19 en 20 blijkt dat een MgCl2 concentratie van ongeveer 2,5 mM in de 
geteste range van 1,25-5 mM ATP en 0,6-1,25 mM dATP een optimale activering 
geeft. Het leek daarom verantwoord om bij de K
m
 bepalingen een concentratie 
van 2,5 mM MgCl2 aan te houden. 
g. Bepaling van de Michaelis-Menten constanten (K
m
) voor dT, ATP en dATP en 
de remming door dU 
De bepaling van de K
m
 van thymidine kinase voor dT, ATP en dATP werd' 
uitgevoerd met gezuiverd enzym. 
In de figuren 21 en 22 zijn de reciproke waarden van de dT of ATP concentraties 
uitgezet tegen de reciproke waarden van de snelheden waarmee dTMP werd ge­
vormd, volgens de methode van Lineweaver en Burk (1934). De K
m
 voor het dT 
(fig.21 ) werd bepaald op 1,2 μΜ op grond van de lijn y = 21,64 χ + 18,28 die met 
de kleinste kwadratenmethode werd berekend. Op dezelfde wijze werd de K
m 
voor ATP bepaald op 358 мМ(у = 671,3 χ + 1,874) en voor het dATP op 480 μΜ 
(y = 775,8x+ 1,601). 
In figuur 21 is de reciproke waarde van de vorming van het dTMP/min uitgezet 
tegen de reciproke waarde van de dT concentraties in aanwezigheid van 0,5 mM 
dU. Uit de vorm van de curve blijkt dat remming door het dU competitief is. De 
K! voor het dU werd berekend op 66 μΜ (y = 160,5 χ + 15,89). 
h. Hittestabiliteit 
In hoofdstuk V is reeds opgemerkt dat naast thymidine ook ATP thymidine 
kinase bij 370C stabiliseert. Bresnick en medewerkers (1965) hebben aangetoond 
dat thymidine kinase uit verschillende dierlijke tumorcellen door thymidine zelfs 
bij 60oC voor inactivering wordt behoed. 
In figuur 23 zijn de resultaten weergegeven van preincubatie van het gezuiverde 
enzym uit regenererende rattelever onder verschillende omstandigheden bij 60oC. 
Hieruit blijkt dat na 3 minuten verhitten in Tris HCl buffer slechts 20% van de 
oorspronkelijke enzymactiviteit werd teruggevonden. Toevoeging van 10 mM ATP 
of 1 mM dT gaat deze inactivering sterk tegen. De inactiveringscurve met dT heeft 
een bifasisch karakter; een verklaring hiervoor zou kunnen zijn dat een aanvanke­
lijk hittegevoelige toestand van het enzym onder deze omstandigheden snel kan 
overgaan in een vrijwel stabiele met iets lagere activiteit. 
Vervolgens werd de stabiliteit van thymidine kinase bij 60CC als functie van de 
aanwezige hoeveelheid dT, ATP, dATP of dTTP onderzocht. Aan 25 μΐ extract 
werden in afzonderlijke experimenten 25 μΐ Tris HCl buffer pH 7,8 die verschil­
lende hoeveelheden dATP, ATP, dT of dTTP bevatte, toegevoegd en hiervan werd 
direct de thymidine kinase activiteit bepaald. 
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Fig. 21 Fig. 22 
Fig.21. 
Remming van dT kinase door dU als functie van de dT concentratie. 
Het testmengsel bestond uit enzym (fractie VI, tabel 9), 0,8 Mg proteïne; 2-14C-dT, 12,5 mM 
ATP, 2,5 mM MgClj. 0,5 mM dU, 0,1 M Tris HCl buffer pH 7,8 in een totaal volume van 0,1 
ml De weergegeven snelheid komt overeen met de hoeveelheid dTMP die per minuut gevormd 
wordt per incubatie. 
Inhibition of dT kinase by dU as a function of dT concentration. 
The assay system consisted of enzyme (fraction VI, table 9), 0.8 /Jg protein, 2-14C-dT; 12.5 
mM ATP, MgClj, 2.5 mM; dU, 0.5 mM; Tris HCl buffer pH 7.8.0.1 M in a total volume of 0.1 
ml. The velocity represents the amount of dTMP produced/min/incubation. 
Fig. 22. 
K ra van ATP voor dT kinase. 
Het testmengsel bestond uit enzym (fractie VI, tabel 9), 3 μι proteïne, 28,3 μΜ 2- C-dT, 
verschillende concentraties ATP; 2,5 mM MgC^; 0,1 M Tris HCl buffer pH 7,8 in een totaal 
volume van 0,1 ml De weergegeven snelheid komt overeen met de hoeveelheid dTMP die per 
minuut gevormd wordt bij de geteste ATP concentratie. 
Кщ of ATP for dT kinase. 
The assay system consisted of enzyme (fraction VI, table 9) 3 pig protein, 2-1 4C-dT, 28.3 μΜ, 
various amounts of ATP, MgCl2, 2.5 mM; Tris HCl buffer 0,1 pH 7 8 in a total volume of 0 1 
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Inactivenng van gezuiverd dT kinase tijdens incubatie bij 60 С 
SO μΐ incubatiemengsel bevatten 17 № proteine (fractie VI, tabel 9), 0,1 M Tris HCl buffer pH 
7,8 (A *), verder een extra toevoeging van 10 mM ATP (x к) of 1 mM dT 
(O O) Na incubatie werden aan alle mengsels 50 μΐ standaard substraat oplossing toege­
voegd Vervolgens werden de mengsels bij 37 С geincubeerd. 100% thymidine kinase activiteit 
komt overeen met 200 ρ molen dTMP gevormd/min onder deze omstandigheden 
Inactivation of purified dT kinase during incubation at 60 С 
50 μί preincubation mixture contained 17 jug protein (fraction VI, table 9), 0.1 M Tris buffer 
pH 7 8 (A A)) further addition of 10 mM ΛΓΡ (x к) or 1 mM dT (O O) After 
the preincubation 50 μί standard substrate solution were added Thereafter the mixtures were 
incubated at 370C 100% thymidine kmase activity is equal to 200 ρ moles dTMP formed/mm 
under these circumstances 
Fig 24 
Fffett van de hoeveelheid dT, ATP, dATP of dTTP op de stabiliteit van dT kmase 
Preincubatiemengsels werden samengesteld zoals onder figuur 23 is weergegeven met verschil­
lende concentraties ATP ( · · ) , dATP (• •), dT (x к) of dTTP ( · - - - · ) Na 3 
minuten incuberen bij 60 С werd thymidine kinase activiteit door toevoeging van 50 μί stan­
daard substraat bepaald 100% thymidine kinase activiteit komt overeen met 200 ρ molen 
dTMP vorming/min 
Effect of the amount of dT, ATP, dATP or dTTP on the stability of dT kinase 
The compositions of preincubation mixtures were as described under figure 23 with different 
concentrations of ATP ( · · ) , dATP (• •), dT (x к) or dTTP (•- - - · ) After 3 
minutes of incubation at 60 С thymidine kinase activity was measured by addition of 50 μί 
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Een andere serie identieke mengsels van extract, ATP, dATP, dT of dTTP werd 
eerst 3 minuten bij 60oC verhit en daarna werd de thymidine kinase activiteit 
gemeten. Zo kon de invloed van de concentratie ATP, dATP, dT of dTTP op de 
stabiliteit worden nagegaan (fig.24). 
Wanneer de verschillende curven met elkaar worden vergeleken, valt op, dat vooral 
dTTP bij zeer lage concentraties thymidine kinase tegen inactivering beschermt. 
In tabel 13 zijn de K
m
'svan de stoffen die stabiliseren ende concentraties van deze 
stoffen, waarbij bij 60oC het enzym voor 50% wordt beschermd weergegeven. Uit 
deze getallen blijkt dat er een redelijk goede relatie bestaat tussen de K
m
 en de 
50%-ige stabilisatie bij 60oC tenminste voorzover gelet wordt op de fosfaat donors. 
De concentratie aan dT die gebruikt moet worden om 50'/r stabilisatie te 




Men zou in deze gegevens een aanwijzing kunnen zien dat door de binding van 
ATP of dATP als co-substraat in het actieve centrum het enzym gestabiliseerd 
wordt, temeer omdat alle andere (dcsoxy)nucleoside trifosfatcn zoals (d)GTP, 
(d)CTP, UTP en ITP, die geen enkele affiniteit voor het enzym vertonen, ook geen 
stabilisering geven. 
/'. Bepaling van het molecuulgewicht van thymidine kinase via Sephadex G 200 
gelfiltratie 
Bresnick en medewerkers (1965) hebben aangetoond dat thymidine kinase uit 
diverse tumoren van rattelever direct met het 'void volume' van een Sephadex 
G 200 kolom kan worden geëlueerd. Op grond hiervan wordt aangenomen dat het 
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Relatie tussen elutie volume en molecuulgewicht van een mengsel van proteïnen dat ook dT 
kinase bevat 
ben mengsel van vier proteïnen met bekend molecuulgewicht en dT kinase (fractie VI, tabel 9) 
in een volume van 4 ml werd op een Sephadex G-200 kolom (50 χ 4 cm) gebracht, die bereid 
was zoals beschreven in hoofdstuk II De elutie werd uitgevoerd met 0,05 M Tns HCl buffer pH 
7,8 + 1 mM ATP + 2 mM mercaptoethanol bij 4 С Er werden fractieb van 5 ml opgevangen Na 
meting van de optische dichtheid bij 280 nm werden alle fracties getest op LDH (gemeten via de 
afname bij 340 nm van een reactiemengsel dat op een totaal volume van 3 ml bevat 0,2 ml 
fractie, 0,2 Дгпоі DPNH, 0,05 fosfaatbuffer, pH 7,4 en 1 μπιοί natnumpyruvaat), katalase 
(gemeten via de afname in absorptie bij 240 nm van een reactiemengsel dat 0,2 ml fractie, 0,05 
M Tns buffer pH 7,8 en 18 μπιοΐεη H2O2 in een totaal volume van 3 ml bevat) en thymidine 
kinase activiteit De pijl geeft het elutie volume aan waarbij de maximale thymidine kmase 
activiteit werd gevonden 
Relationship between elution volume and molecular weight of various proteins, including dT 
kinase 
Λ mixture of four proteins with known molecular weight and dT kmase (fraction VI, table 9) in 
a volume of 4 ml, was applied to a column of Sephadex G-200 (50 χ 4 cm) prepared in 0,05 M 
Tns buffer pH 7 8 + 1 mM ATP + 2 mM mercaptoethanol The elution was performed with the 
same buffer at 4 С and fractions of 5 ml were collected After measuring the absorbancy at 280 
nm, all fractions were tested for LDH (assayed by recording the decrease in absorbancy at 340 
nm of 3 ml reaction mixture that contained 0 2 ml fraUion, 0 2 μιτιοίε of DPNH, 0 05 M 
phosphate buffer pH 7 4 and Ι μτηοίε sodiumpyruvate), catalase (assayed by recording the 
decrease in absorbancy at 240 nm of 3 ml reaction mixture that contained 0,05 M Tris buffer, 
pH 7 5, 18 μητοΐεβ of H2O2 and 0 2 ml fraction) and thymidine kinase activity The arrow 
indicates the top of the thymidine kinase activity peak 
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vaststellen dat thymidine kinase uit Walter carcinosarcoma, dat eveneens een der-
gelijk groot molecuulgewicht bezit, bij een lonensterkte groter dan 0,2 kon dis-
sociëren in subeenheden met een molecuulgewicht van 110 000 Wij hebben nu 
onderzocht hoe groot het molecuulgewicht van thymidine kinase uit regenere-
rende rattelever bij lage lonensterkte (< 0,06) is met behulp van de methode van 
Andrews (1965) Daarvoor werden 4 ml gezuiverd dT kinase in 0,05 M Tris HCl 
buffer met 1 mM ATP gemengd met 100 μΐ oplossing waarin knstallijne LDH en 
katalase, 10 mg runderserum albumine en 5 mg cytochroom с Dit mengsel werd 
op een Scphadex G 200 kolom gebracht, die in 0,05 M Tris HCl buffer met 1 mM 
ATP en 2 mM mercaptoethanol was bereid De elutie werd tevens met deze 
vloeistof uitgevoerd Met behulp van dextraan blauw 2000 werd eerst het 'void 
volume' bepaald Dit bedroeg 123 ml 
Na het 'void volume' volgde nu als eerste katalase (mol gew 2,5 χ 105 ), daarna dT 
kinase en LDH (mol gew 1,3 χ 10 s), runderserum albumine (mol gew 68 IO3) en 
tenslotte cytochroom с (mol gew. 12,4 χ ΙΟ3) In figuur 25 is het elutievolume 
van de stoffen met bekend molecuulgewicht uitgezet tegen de log van dit mole­
cuulgewicht (Andrews, 1965) Op grond van zíjn elutievolume moet het molecuul-
gewicht van thymidine kinase ongeveer 130 000 zijn 
] Invloed van ATP en dTTP op de sedimentatie van dT kinase 
Om de invloed van ATP en dTTP op de grootte van het molecuul na te gaan 
werden centnfugaties in suikergradienten uitgevoerd met het gezuiverde enzym 
Dne lineaire gradiënten werden daarvoor gemaakt, een met 1 mM ATP in 0,05 M 
Tns HCl buffer, een met 6 χ 10~5 M dTTP in 0,05 M Tris HCl buffer en eén in 
0,05 M Tris HCl buffer Monsters van 0,2 ml van het gezuiverde enzym gemengd 
met 1 μΐ LDH oplossing werden op dergelijke gradiënten gebracht en gecentrifu-
geerd Na centrifugatie ( 17 uur, 39 000 r ρ m ) werd de bodem van de buis door­
geprikt en werden fracties van 0,2 ml opgevangen Al deze fracties werden getest 
op zowel LDH als dT kinase activiteit In figuur 26 zijn de resultaten van een 
dergelijk experiment weergegeven Hieruit blijkt dat indien er geen ATP in de 
gradient aanwezig was er veel minder kinase activiteit werd teruggevonden (A) dan 
mdien dit wel aanwezig was (B) In geval dat er dTTP in de gradient zat, werd er 
wel minder, zoals te verwachten was, thymidine kinase activiteit gemeten (dTTP 
remde immers zeer sterk, zie c), maar de optimale enzymactiviteit werd in deze 
gradient op dezelfde plaats teruggevonden als bij de experimenten zonder en met 
ATP Onder invloed van het dTTP zal dus niet zoals bij dT kinase uit Escherichia 
coli (Iwatsuki en Okazaki, 1967) het enzym dimenseren Met behulp van de 
methode van Martin en Ames (1961) werd een sedimentatie-coëfficiënt voor dT 
kinase berekend van 5,6 S 
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Conclusie en discussie 
Een gedeeltelijke zuivering van extract uit regenererende rattelever heeft ons in 
staat gesteld meer kennis te verkrijgen van enige eigenschappen van thymidine 
kinase. Bij vergelijking van deze eigenschappen met dT kinase uit Escherichia coli 
(Okazaki en Romberg, 1964; Iwatsuki en Okazaki, 1967) en uit andere zoogdier-
cellen (Bresnick, 1965, 1967) valt direct het grote verschil in molecuulgewicht op. 
Bresnick en medewerkers (1966) hebben vastgesteld dat dT kinase uit Walker 
carcinosarcoma een molecuulgewicht van minstens 600.000 heeft, dat bij een 
ionensterkte van > 0,2 kan dissociëren in eenheden van 110.000. Iwatsuki en 
Okazaki (1967) hebben (via Sephadex gelfiltratie) het molecuulgewicht voor dT 
kinase uit Escherichia coli op 42.000 bepaald. Dit enzym kan afhankelijk van de 
aanwezigheid van het dTTP dimeriseren tot eenheden met een molecuulgewicht 
van 91.000. Voor thymidine kinase uit regenererende rattelever werd bij de door 
ons gebruikte lage ionensterkte een molecuulgewicht van ongeveer 130.000 gevon-
den, terwijl dTTP geen invloed had op de grootte van het enzymmolecuul. 
Ook de enzymkinetische eigenschappen van dT kinase uit Escherichia coli, Walker 
carcinosarcoma en regenererende rattelever komen niet overeen. Het thymidine 
kinase uit de beide eerste bronnen kan een allosterische kinetiek vertonen t.o.v. 
het ATP in tegenstelling tot thymidine kinase uit regenererende rattelever dat een 
normale kinetiek t.o.v. het ATP bezit. Daarnaast wordt een geheel andere specifi-
citeit voor de fosfaatdonor gevonden vergeleken met dT kinase uit Escherichia 
coli, dat in staat is diverse (desoxy)nucleotiden als fosfaatdonor te gebruiken. 
Alleen dATP bleek bij dT kinase uit regenererende rattelever ATP te kunnen 
vervangen. 
Wat de specificiteit voor het metaalion betreft, is het Mn2+, bij dT kinase uit 
regenererende rattelever in staat het Mg2+ voor 100% te vervangen. Bij thymidine 
kinase uit de dierlijke tumorcellen geldt dit slechts voor 30%. Bij dT kinase uit 
•«- Fig.26. 
Sedimentatie van dT kinase uit regenererende rattelever m suikergradiënten in aan- en afwezig-
heid van een stabilisator of remstof. 
0,2 ml van fractie VI die 1 μΐ kristallijne LDH oplossing bevatte (interne standaard) werd op 4,8 
ml lineaire (4-20%) suikergradiènt gebracht. Zowel het opgebrachte monster als de gradiënt 
bevatten ATP of dTTP als m de figuur is aangegeven. Nadat centrifugatie was uitgevoerd 
gedurende 17 uur bij 105.000 g bij 4 С werden fracties van 0,2 ml opgevangen. Analysen van de 
enzymactiviteiten werden uitgevoerd zoals beschreven onder fig. 25. 
Sucrose gradient sedimentation of dT kinase from regenerating rat liver in the presence and 
absence of a stabilizer or inhibitor. 
0.2 ml of Fraction VI containing 1 μΐ crystalline LDH solution (internal standard) were layered 
on 4 8 ml of a linear (4-20%) sucrose gradient. Both the sample and the gradient contained ATP 
or dTTP as indicated. After centnfugation for 17 hours at 105,000 g and 4 0 C, fractions of 0.2 
ml were collected. Analysis of enzyme activity was performed as described in fig.25. 
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Escherichia coli кап Mn2+ het Mg2+ eveneens vervangen, maar dan wel in veel 
lagere concentratie. 
Op grond van al deze gegevens blijkt dat de fosforylering van het thymidine in 
Escherichia coli, sommige dierlijke tumorcellen en regenererende rattelever door 
enzymen met verschillende eigenschappen wordt gekatalyseerd. 
Tot slot zouden wij nog willen vermelden dat de remming door dTTP van dT 
kinase uit regenererende rattelever reeds door Breitman en medewerkers (1963) 
en Bresnick en irtedewerkers (1964) werd vastgesteld. In verband met de lage 
dTTP concentraties die nodig schijnen te zijn om het enzym bij 60oC voor 50% te 
stabiliseren, zou het interessant zijn de remming door dTTP nog nader te onder­
zoeken. Daarbij zal de vraag of het dTTP een competitie met het ATP, dATP of 
dT aangaat en bij welke concentratie een eventuele K^  ligt van belang kunnen zijn 
bij de oplossing van de vraag of het enzym, naast de plaats waar het ATP (of het 
dATP) op het enzym aangrijpt, nog een andere plaats bezit die een belangrijke rol 
in de stabilisatie van het enzym kan spelen. Daarnaast zal de uitkomst van een 
dergelijk onderzoek, gecombineerd met kennis van de concentraties van de be­
trokken stoffen in de cel (o.a. ATP, dTTP, Mg2+), kunnen verduidelijken in hoe­
verre thymidine kinase in vivo actief kan zijn. 
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SAMENVATTING 
Door partiële hepatectomie wordt rattelever aangezet om van een 'rustende' in 
een delende toestand over te gaan. Desoxyribonucleïnezuur (DNA) synthese 
begint 16 tot 20 uur na de operatie. Van thymidine kinase, die mogelijk een taak 
vervult bij de DNA-synthese zijn enige eigenschappen en veranderingen in activi-
teit gedurende de regeneratie van rattelever beschreven. 
Alvorens tot de bepaling van de enzymactiviteit in ruwe extracten van normale en 
regenererende rattelever kon worden overgegaan, werd eerst het effect van facto-
ren die de bepaling zouden kunnen beïnvloeden nagegaan. Gray en medewerkers 
(1960) hebben het bestaan van een remstof voor thymidine kinase in extract van 
normale rattelever verondersteld, terwijl Fritzson (1967) een aanzienlijke defosfo-
rylering van dTMP zowel door extracten uit normale als uit regenererende ratte-
lever heeft aangetoond. 
Bij inleidende experimenten voor de bepaling van de thymidine kinase activi-
teit werd een papierchromatografische analyse van de reactieproducten uitge-
voerd, zoals beschreven in hoofdstuk III. Na incubatie van extract met substraat-
oplossing voor de bepaling van de thymidine kinase activiteit liet chromatografie 
in het ethylacetaat systeem zien dat vooral bij extract uit normale rattelever een 
afbraak van thymidine tot thymine plaatsvond (fig.5). De verdere resultaten uit 
hoofdstuk III suggereren dat thymidine fosforylase en thymidine desoxyribosyl-
transferase in deze afbraak betrokken zijn (tabel 1 en 2). 
In hoofdstuk IV werd de kwantitatieve omzetting van het thymidine geduren-
de de incubatie met extracten van normale- en regenererende rattelever afzonder-
lijk en met mengsels van gelijke hoeveelheden van beide onderzocht. Daaruit bleek 
dat de beginsnelheid van de fosforylering van het thymidine door extract van 
regenererende rattelever niet verlaagd werd door toevoeging van extract van nor-
male rattelever (fig.9). Bij lange incubatietijden werd bij het mengsel wel een 
verminderde totale fosforylering van het thymidine ten opzichte van extract uit 
regenererende rattelever alleen gevonden, hetgeen te wijten was aan substraat 
uitputting. Dit laatste bleek ook uit experimenten waarbij de fosforylering van het 
thymidine bij hoge thymidine concentratie en bij toevoeging van 15 mM thymine 
werd onderzocht (tabel 3). Op grond van deze gegevens bestaat er goede reden om 
het bestaan van een remstof voor thymidine kinase in extract van normale ratte-
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lever af te wijzen Uit de experimenten, waarvan de resultaten in fig 9c zyn afge­
beeld, kon tevens worden afgeleid dat defosforylenng van dTMP onder incubatie-
omstandigheden gering moest zijn Uit experimenten waarbij de defosforylenng 
van het dTMP afzonderlijk werd onderzocht (tabel 4) bleek dat ATP hiervoor 
verantwoordelijk was 
In hoofdstuk V lieten experimenten over de intracellulaire verdeling van 
thymidine kinase in regenererende rattelever 48 uren na de operatie zien, dat de 
enzymactiviteit voornamelijk gelocaliseerd was in de partikelvrije supernatant 
fractie (tabel 5) Tevens werden in dit hoofdstuk de activiteit van thymidine 
kinase in homogenaten die bereid waren in Tris HCl buffer en supernatant fracties 
na 20 minuten centrifugeren bij 100 000 g daarvan met elkaar vergeleken Daaruit 
bleek dat er geen enzymactiviteit werd afgedraaid Daarom werd de 100 000 g 
supernatant die na homogenisatie in 0,2 M Tris buffer pH 7,8 en centrifugatie 
gedurende 20 minuten werd verkregen bij de bepaling van de thymidine kinase 
activiteit gedurende de regeneratie gebruikt In dit hoofdstuk werden ook de 
optimale testomstandigheden voor de bepaling van de thymidine kinase activiteit 
beschreven Incubatiemengsels die 20 mM ATP, 10 mM MgCI2 en 28,3 μΜ dT 
bevatten bleken goed geschikt te zijn 
In hoofdstuk VI werden de veranderingen in thymidine kinase activiteit en 
DN A-synthese (door meting van de incorporatie van 3H-dT in het DNA m vivo) 
16 tot 48 uur na de operatie onderzocht (fig 16) De enzymactiviteit per mg eiwit 
was het grootste 36 uur na de operatie Incorporatie van 3H-dT in het DNA 
vertoonde een maximum bij 24 uur, nam daarna af en bereikte rond 40 uur een 
tweede maximum Verandering in de thymidine kinase activiteit van de extracten 
loopt dus niet parallel aan de verandering van de inbouw van 3H-dT in het DNA in 
vivo, hetgeen zou kunnen betekenen, dat de initiatie en beëindiging van de DNA-
synthese door andere factoren worden bepaald dan door de hoeveelheid thymi-
dine kinase De turnover snelheid van het thymidine kinase in vivo was groot zoals 
door injectie met cycloheximide kon worden bevestigd (tabel 7), wat inhoudt dat 
verandering in de hoeveelheid enzym gedurende de regeneratie de som is van 
enzymsynthese en -afbraak Uit experimenten met hydroxyureum (tabel 8) werd 
de conclusie getrokken dat het mechanisme dat de synthese van de thymidine 
kinase induceert verschilt van dat in Chang levercellen, zoals beschreven door Eker 
(1966), omdat geen enkel effect van deze stof op de enzymactiviteit kon worden 
gevonden 
Een procedure voor de zuivering van thymidine kinase uit regenererende ratte-
lever is in hoofdstuk VII beschreven Een enzympreparaat, vrij van ATPase, dTMP 
fosforylerende, dTMP defosforylerende en dT afbrekende enzymactiviteit, werd 
verkregen door centnfugatie, hitte-behandeling bij 60°C m aanwezigheid van 5 
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mM ATP, ammoniumsulfaat precipitatie, kolomchromatografie over Sephadex 
G-200 in aanwezigheid van 1 mM ATP en weer ammoniumsulfaat precipitatie 
(tabel 9). 
De specificiteit voor substraat, co-substraat en metaalion werd met dit gezuiverde 
enzympreparaat bepaald. Van alle geteste nucleoside- en desoxynucleoside (tri)-
fosfaten kon alleen het dATP het ATP als fosfaatdonor vervangen, terwijl alleen 
dTTP een sterk remmend effect had. De K
m
 voor dT, ATP en dATP werd bepaald 
op respectievelijk 1,2, 358 en 480 μΜ. Gedurende preincubatie bij 60oC werd 
thymidine kinase sterk geïnactiveerd (fig.23) maar het enzym kon door dT, ATP, 
dATP en dTTP worden gestabiliseerd (fig.24). De hoeveelheden ATP en dATP 
voor 50% stabilisatie bij 60oC kwamen overeen met de Km van het enzym voor 
deze stoffen. Deze resultaten zouden erop kunnen wijzen dat door de binding van 
ATP of dTAP als co-substraat in het actieve centrum het enzym gestabiliseerd 
wordt. Bepaling van het molecuulgewicht van thymidine kinase met behulp van 
Sephadex G-200 gelfiltratie bij lage ionensterkte toonde aan dat deze lag in de 
buurt van 130.000 (fig. 25). Met centrifugeren in suikergradiënten werd aange-
toond dat de sedimentatie-coëfficiënt (5,6 S) van het actieve enzym in aanwezig-
heid van ATP of dTTP niet veranderde. 
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SUMMARY 
Partial hepatectomy stimulates rat liver to proliferate, and deoxynucleic acid 
synthesis starts 16 to 20 hours after the operation. Thymidine kinase may be 
involved in the DNA synthesis. Properties of this enzyme and changes in its 
activity during regeneration of rat liver are described in this thesis. Before enzyme 
activity in the crude extracts from normal and regenerating rat liver could be 
measured, factors interfering in the determination were studied. Gray et al. 
(1960) suggest the existence of an enzyme inhibitor for thymidine kinase in 
extract from normal rat liver, whereas experiments of Fritzson (1967) showed 
dephosphorylation of dTMP. 
At first, preliminary experiments on the determination of thymidine kinase 
activity through paper chromatographic analysis of the reaction products were 
carried out (chapter III). After incubation of extract with substrate solution for 
the determination of thymidine kinase activity, chromatography of the reaction 
products in the ethylacetate system showed a breakdown of thymidine to 
thymine — especially with extract from normal rat liver (fig.5). The further results 
(table 1, 2) suggest that thymidine Phosphorylase and thymidine deoxyribosyl 
transferase are involved in this breakdown. 
In chapter IV quantitative analysis of the reaction products during the 
incubation of extracts from normal and regenerating livers and in mixtures of 
equal amounts of both was carried out. It was found that the initial velocity of 
phosphorylation of thymidine by extract from regenerating rat liver was not 
depressed by addition of extract from normal rat liver (fig.9). After long 
incubation times in the mixtures a decrease in thymidine phosphorylation 
compared to regenerating rat liver extracts alone, was attributable to exhaustion 
of the substrate thymidine. This was confirmed by comparing experiments in 
which thymidine phosphorylation was studied at high thymidine concentration 
with those in which it was studied with 15 mM thymine (table 3). For this reason 
the hypothesis of Gray et al. (1960) on the existence of an inhibitor for 
thymidine kinase is evidently not borne out by our data. 
By studying dTMP dephosphorylation activity of the extracts, it was found that 
in the presence of 20 mM ATP dephosphorylation does not play an important 
role (table 4). 
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Experiments on the intracellular distribution of thymidine kinase activity in 
rat liver 48 hours after the operation showed that the enzyme activity was 
localised primarily in the particle-free supernatant (chapter V, table 5). The 
activities of thymidine kinase in homogenates prepared in 0.2 M Tris HCl buffer 
pH 7.8 and supernatants thereof prepared by centrifugation of the homogenates 
for 20 minutes at 100,000 g are compared in table 5. No enzyme activity was 
spun down. For this reason the supernatant obtained after homogenisation in 0.2 
M Tris HCl buffer pH 7.8 and centrifugation for 20 minutes at 100,000 g was 
used for the determination of thymidine kinase activity during regeneration. 
Experiments to define optimal conditions for measuring thymidine kinase activity 
are also described in this chapter. Incubation mixtures containing 20 mM ATP, 10 
mM MgCl2 and 28.3 μΜ thymidine in 0.2 M Tris buffer pH 7.8 proved to be the 
most suitable for measuring enzyme activity. 
Thymidine kinase activity and changes in DNA synthesis (by measuring 
incorporation of 3H-dT) was determined at intervals beginning at 16 and ending 
at 48 hours post operationem (chapter VI). The enzyme activity per mg of 
protein was highest 36 hours subsequent to the operation. Incorporation of 
3H-dT in DNA showed a maximum at 24 hours, after which it decreased and 
reached a second maximum at 40 hours (fig. 16). Thus, changes in thymidine 
kinase activity of the extracts did not coincide with the changes in velocity of 
3H-dT incorporation in DNA in vivo, suggesting that the beginning and the 
completion of DNA synthesis is determined by factors other than the amount of 
thymidine kinase. 
The rate of thymidine kinase turnover in vivo was high, as established by 
injections of cycloheximide (table 7), suggesting that the change in amount of 
enzyme during regeneration of rat liver is the algebraic sum of synthesis and 
breakdown. From experiments with hydroxyurea (table 8) the conclusion was 
drawn that the mechanism which induces the synthesis of the enzyme is probably 
different from that in Chang liver cells, as described by Eker (1966) because 
injection of the drug failed to produce observable effects on kinase activity. 
A procedure for purification of thymidine kinase from regenerating rat liver is 
described in Chapter VII. An enzyme preparation free from ATPase, dTMP 
phosphorylating, dTMP dephosphorylating and dT degrading enzymes was 
obtained by centrifugation, heat treatment of the extract at 60°C in the presence 
of 5 mM ATP, ammoniumsulphate precipitation, chromatography on a column of 
Sephadex G-200 in the presence of 1 mM ATP, again followed by ammonium-
sulphate precipitation (table 9). Substrate-, co-substrate- and metal ion 
specificities of this purified enzyme were determined. Of all tested nucleoside and 
deoxynucleoside triphosphates dATP was the only one capable of replacing ATP 
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as phosphate donor. dTTP inhibited enzyme activity. K
m
' s for dT, ATP and 
dATP were determined at 1.2, 358 and 480 μΜ respectively. 
Rapid inactivation of the purified enzyme by incubation at 60oC was inhibited by 
dT, dATP, ATP and dTTP (fig.24). The amounts of ATP and dATP for 50% 
stabilisation at 60oC were 330 μΜ for both, approximately the same value as the 
K
m
 for these substances in contrast to the 125 μΜ dT needed to obtain the same 
effect (table 13). These results suggest that the binding of ATP or dATP as 
co-substrate in the active centre stabilizes the enzyme. 
Determination of the molecular weight through Sephadex G-200 gel filtration 
showed that, at low ionic strength, thymidine kinase has a molecular weight of 
approximately 130,000 (fig.25). No influence on the sedimentation coefficient 
(5.6 S) of thymidine kinase could be demonstrated by centrifugation in sucrose 
gradients in the presence or in the absence of ATP or dTTP (fig.26). 
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